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INTRODUCTION
La notion d'état sanitaire des populations est d'i~­
traduction relativement récente dans l'étude des biocoenoses et de leur évolu-
tion. Pendant longtemps, l'estimation de l'influence des maladies sur la dy-
namique des populations est restée assez superficielle, notamment en matière
de viroses. Les travaux de laboratoire, particulièrement ceux de pathologie
réalisés au niveau des individus, ont souvent été conduits sans liaisons di-
rectes avec les études de terrain. Leurs conséquences épidémiologiques n'ont
pas souvent été recherchées et vérifiées.
Différents facteurs, dont l'étude relève à la fois du
laboratoire et du terrain, déterminent l'impact d'un agent pathogène sur la
dynamique des populations hôtes. L'action pathogène sur l'individu atteint et
ses conséquences en est un des plus importants. Toutefois, les fluctuations
du niveau des populations infectées sont aussi sous la dépendance d'autres
facteurs parmi lesquels le maintien de la virulence et les modalités de la
dispersion du germe dans l'environnement occupent une place particulière.
Les perspectives d'application en matière de lutte
biologique ne peuvent donc être convenablement développées que si les données
concernant le germe, sa pathogénèse et son épidémiologie sont suffisamment
approfondies.
Ces considérations nous semblent valables en ce qui
concerne les cultures mais s'appliquent mieux encore dans les études des rap-
ports des végétations naturelles ou forestières avec les autres membres de la
biocoenose et notamment avec leurs ravageurs.
De très rares études ont été conçues pour traiter en-
semble des aspects écologiques et purement virologiques dans une biocénose,
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surtout quand le sujet avait une importance économique.
Tel a été, cependant, le cas du problème posé par les
invasions du Coléoptère Sa~abaeidae OPyates ~hinoae~os L. dans les îles de
la zone du Pacifique Sud, et de la limitation des populations de cet impor-
tant ravageur du cocotier par l'utilisation d'un agent viral.
Les études réalisées sur ce problème, dans le cadre
de programmes dirigés par l'Organisation des Nations Unies pour l'Alimenta-
tion et l'Agriculture (F.A.O.) et la Commission du Pacifique Sud (C.P.S.),
ont d'abord surtout porté sur les aspects écologiques. La virose d'OPyates
~hinoae~os L. est connue depuis 1963 mais ce n'est que vers 1971, plusieurs
années, donc, après son introduction aux îles Samoas, que l'importance de
l'impact de cet agent pathogène sur les populations d'OPyates ~hinoae~os L.
a été suspectée. En effet, l'introduction de nombreux agents, plus ou moins
antagonistes des O~yates, dans.la biocoenose des Samoas a rendu difficile
l'interprétation des résultats.obtenus. Il était, dans ces conditions, très
délicat de procéder à une évaluation de l'impact du virus et les données de
base manquaient .. pour une bonne compréhension.du mécanisme de son action.
L'introduction de l'agent pathogène, réalisée à l'île
Wallis sur l'instigation' de Monsieur GRISON, a permis d'effectuer un pas con-
sidérable en fournissant aux.études un modèle pur et relativement simple, en
raison du caractère insulaire isolé de la biocoenose wallisienne. Toutefois,
il est apparu indispensable de connaître en même temps, et de façon aussi
approfondie que possible, le virus utilisé, ses caractéristiques, ainsi que
ses modes d'action et de transmission.
Ayant eu la possibilité de séjourner successivement
dans le biotope.d'expérimentation.et dans un laboratoire spécialisé dans
l'étude approfondie des.virus d'invertébrés, nous présentons quelques aspects
de nos recherches constituant les chapitres du présent mémoire.
o
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Dans.un premier chapitre, nous traitons du problème
O~yate8 ~hinoae~os L.,.en particulier dans l'écosystème wa11isien. Après une
description de l'île Wallis, limitée aux éléments pouvant influencer la bio-
nomie ou le comportement d'Dryates ~hinoae~os L., nous exposons les données
en notre possession concernant 1a.bionomie du ravageur et ses rapports avec
_le cocotier.
Le deuxième chapitre est constitué par une présenta-
tion bibliographique de la famille des BaauZoviridae, nos travaux de labora-
toire nous ayant, en effet, conduits à rattacher l'agent pathogène utilisé à
cette famille virale.
Un troisième chapitre regroupe les données disponi-
bles sur le virus au moment du début de.ce travail, fin 1971, et un quatrième
chapitre est consacré à la description des différentes techniques utilisées.
Enfin, la présentation de nos résultats occupe les
trois chapitres suivants.
c'est.ainsi que le cinquième chapitre est réservé à
l'étude de la maladie virale. Les éléments nouveaux concernant l'affection
virale et la pathogénèse sont tout d'abord présentés. Les résultats recuei1-
.. 1is au laboratoire, sur la transmission du virus des parents à la descendance
et1es.réac~ions.de.1'hôteà l'infection virale, sont ensuite successivement
exposés.
Les études concernant la particule virale, sa purifi-
cation, sa caractérisation et sa morphogénèse font l'objet du sixième chapitre.
Le dernier chapitre est consacré à l'exposé des con-
séquences écologiques de l'introduction du virus à l'île Wallis. Il comprend
une tentative d'explication de l'importance de l'influence du virus,à la lu-
mière des observations de terrain et des travaux de laboratoire.
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LE PROBLEME OBJeTES
EN PARTICULIER DANS L'ECOSYSTEME WALLISIEN
Le genre O~ates groupe un certain nombre d'insectes
Coléoptères Saarabaeidae dynastinae. Les adultes de nombreuses espèces inter-
tropicales d'OpYates sont d'importants ravageurs des palmiers en général et
particulièrement du cocotier. C'est le cas de l'espèce OpYates rhinoaeros L.
A - GENERALITES
De très nombreux travaux ont été consacrés au "pro-
blème Oryates rhinoaeros", dans le Pacifique, en Inde et en Indonésie.
Le fait qu'un très petit nombre d'adultes occasionne
des dégâts considérables a rendu la lutte contre ce ravageur assez difficile.
Le traitement des couronnes de cocotier par pesticides chimiques a été rapi-
dement abandonné en raison du coût et des difficultés des opérations.
La Commission du Pacifique Sud (CPS) et la FAO ont
donc élaboré un projet d'études et de mise en application des moyens de lutte
contre O. rhinoaeros.
Diverses méthodes ont été envisagées dans le cadre de
ce projet: lutte biologique, étude d'attractifs chimiques, traitements insec-
ticides des gîtes larvaires, stérilisation des mâles ... Ce problème a débuté
en 1965 et se poursuit à l'heure actuelle.
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1 - Le genre Opyctes
Le genre Oryctes comprend 42 espèces réparties entre
les continents eurasiatique et africain.
La taxonomie en a .été étudiée par PAULIAN in LEPESME
(1947) qui a.étab1i une clé dichotomique basée sur des caractères morphologi-
ques de l'adulte tels que l'ornementation et les stries stridu1atoires.
2 - Répartition géographique
L'espèce O. rhinoceros L. semble être originaire de
l'Asie du Sud Est. Les importantes migrations humaines dont l'archipel indo-
nésien et les îles de la Sonde ont été le théâtre, ont probablement provoqué
la disparition accidentelle de cet insecte dont les larves sont inféodées aux
bois en décomposition.
L'accélération des moyens de transports maritimes par
l'utilisation des moteurs donne un essort nouveau à l'expansion géographique
de l'espèce. La liaison entre les transports maritimes et l'introduction du
ravageur paraît établie par le fait que, dans la plupart des cas, les premiers
dégâts et les premiers exemplaires de l'insecte sont observés dans le voisi-
nage immédiat d'un port. Depuis le début du siècle, O. rhinoceros L. a étendu
Son aire de répartition vers l'Est et vers l'Ouest. Il a été introduit acci-
dentellement dans l~Océan Indien à Diego Garcia à la fin de la Première guerre
mondiale (ORlAN, 1959). De là, il a ensuite été signalé à l'île Maurice, dont
dépend l'administration de Diego Garcia, dans la région de Port Louis (VINSON,
1963). Vers l'Est, par plusieurs cheminements, il a été introduit dans un cer-
tain nombre d'archipels du Pacifique Sud. La carte (Pl. l, fig. 1) d'après
CATLEY (1969) montre les îles envahies et les périodes où la présence du rava-
geur a été constatée pour la première fois.
o
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B - HISTORIQUE DU PROBLEME A WALLIS
Opyates phinoaepos L. est apparu dans l'île vers 1931.
Les conditions exactes de son introduction ne sont pas connues. D'après les
renseignements obtenus, les premiers dégâts auraient été observés, de façon
classique, dans la région du port, Mata-Utu. Malgré les mesures prises (ré-
colte des larves et des adultes, aménagement de lieux de ponte, pièges pour
femelles, etc.), la dispersion semble s'être effectuée en tache d'huile.
L'arrêt de ceS mesures pendant la période de la Deuxième guerre mondiale a
favorisé la progression de l'insecte et sa répartition dans toute l'île. Il
semble que la colonisation par O~ates des îlots du lagon se situe vers cette
période. Nous citerons à ce propos un fait remarquable : malgré la fréquence
des liaisons maritimes avec Futuna et sans qu'aucune précaution particulière
ait été prise, o. phinoaepos L. ne s'est pas implanté dans ce dernier archi-
pel. Une tentative d'explication peut être recherchée, à notre avis, dans le
fait qu'une introduction n'a une bonne probabilité de réussite que si elle
est relativement massive.
O. phinoae~s L. a rencontré à Wallis un climat très
favorable. L'absence de saison sèche marquée et la stabilité de la tempéra-
ture font qu'il ne paraît pas y avoir de rythme saisonnier sensible dans les
populations. HAMMES (1969, 1974) a considéré que non seulement les effectifs
mais aussi les structures de ces populations étaient constants au cours de
l'année (populations stationnaires). Il semble, toutefois, que de légères mo-
difications cycliques des différents stades puissent intervenir dans les po-
pulations d'Opyates de la zone Pacifique Sud (ZELAZNY, 1974, communication
personnelle).
o
o 0
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C - L'ECOSYSTEME WALLISIEN
1 - Situation géographique
LVarchipe1 de Wallis, situé dans lé Pacifique Sud, se
compose dVune île principale, Uvéa (Pl. II, fig. 2), qui est entourée dVun
récif-barrière corallien, englobant une quinzaine d'îlots inhabités, plus ou
moins couverts de cocotiers.
L'île principale, peuplée d'environ 5.000 habitants,
est située par 13°10 de latitude S et 176° de longitude W entre les archipels
des Fidji, de Tonga et des Samoas.
Les dimensions d'Uvéa, communément appelée Wallis,
sont approximativement de 15 km de long sur 5 à 10 de large suivant les en-
droits. Il n'existe pas de carte à grande échelle de Wallis. La superficie
varie suivant les auteurs et est estimée entre 7.500 et 12.000 ha. Le plani-
métrage de la carte au 1/100.000 indique une surface d'environ 7.200 ha.
D'origine volcanique de type hawaien, 1 vîle présente
un relief peu accentué. Le phénomène volcanique a provoqué un soulèvement de
bandes coralliennes côtières. Les laves sont de type basaltique franc et
fluide bulleux. Le relief du plateau se compose d'une succession de collines
de 80 à 100 m d'altitude avec un point culminant à 145 m. Il n'y a pas de
système hydrographique apparent. L'île ne possède ni rivières ni ruisseaux.
On rencontre cependant des séries de lacs de cratère, profonds ou bien maré-
cageux, en bordure du plateau central.
2 - Climat
Placée entre le tropique du Capricorne et l'équateur,
près de ce dernier, lVîle jouit d'un climat équatorial maritime et est soumise
aux vents alizés. Elle est située dans la zone de formation des cyclones. La
nébulosité y est importante, un ciel complètement dégagé s'observe très rare-
ment (une fois en 4 ans). La température, stable, ne descend pas au-dessous de
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20°C et ne dépasse qu'exceptionnellement 33°C. Les maxima thermiques se ren-
contrent entre Janvier et Avril ; les minima en Juillet et Août. Il y a seu-
lement 2 degrés de différence entre les moyennes de ces deux groupes de mois
(28°C et 26°C). L'amplitude diurne-nocturne, également très faible, est de
l'ordre de3 à5°C (Pl. III, fig. 3). L'humidité relative de l'air est élevée"
Les minima absolus ne descendent jamais en dessous de 50 % d'hygrométrie et
rarement en dessous de 60 % (Pl. III, fig. 4).
La pluviométrie y est abondante. Il y a, en moyenne,
188 jours de pluie dans l'année. La hauteur moyenne des pluies observées de
1950 à 1964 se situe vers 2.750 mm. Comme dans toutes les zones tropicales,
soumises à l'influence des cyclones, l'abondance des précipitations peut va-
rier dans des proportions considérables : on observe à Wallis un minimum de
l'ordre de 1.400 mm et un maximum de 3.000 mm ; les pluies sont de type tro-
pical, donc parfois très violentes. Les plus importantes ont lieu durant
l'été austral, toutefois la moyenne du mois le plus sec dépasse 100 mm (Pl.
IV, fig. 6). On ne peut donc parler, pour Wallis, de saison sèche, bien que
l'on puisse distinguer deux grandes saisons: une saison des pluies et une
saison pluvieuse ou demi-sèche.
Durant l'hiver austral, d'Avril à Octobre, l'île est
soumise au régime des vents alizés du Sud-Est. Pendant l'été austral, les
vents sont variables.
3 - Sols
La bordure corallienne de l'île est particulièrement
visible sur la côte Est. Elle s'étend sur une largeur d'environ 200 à 300 m.
Une étude pédologique de Wallis a été réalisée par TERCINIER (1960) qui a
établi une carte des sols (Pl. V, fig. 7). Il les classe en 4 catégories
principales :
- les sols calcimorphes des plages coralliennes soulevées. Ils sont formés
de sables calcaires coralliens avec un horizon hydromorphe à gley. Ils
constituent 200 ha de sols superficiels ;
- les sols ferralitiques fortement lessivés, prédominant dans le "désert
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dVHihifo", au nord de Wallis, représentent 25 à 30 % de la surface to-
tale ;
- les sols ferra1itiques peu lessivés, plus ou moins humifères, situés à
l'Ouest, qui occupent 4.000 ha environ;
- les sols juvéniles, riches en débris.de roches,p1us ou moins altérés. Ils
couvrent le sud de 1 vî1e sur environ le quart de la surface totale.
Les horizons superficiels de ces différents types de
sols présentent une excellente perméabilité.
4 - L'occupation des sols
Wallis ayant été à l'écart des grandes voies de la
colonisation blanche, l'image offerte par cette île à l'heure actuelle doit
être, en ce qui concerne l'occupation des sols, sensiblement semblable à
celle contemplée par les premiers missionnaires maristes lors de leur débar-
quement, il y a 130 ans.
,L'utilisation des sols à Wallis est fonction de plu-
sieurs facteurs ...Elle dépend de leurs potentialités, des besoins de la popu-
lation locale, 'et est sous le contrôle d'une série de règlements sociaux dont
le résultat est un remarquable équilibre entre l'agriculture wa11isienne et
le milieu. Nous signalerons à ce propos l'existence, dans l'île, d'une réser-
ve forestière traditionnelle, dans laquelle tout défrichement est rigoureuse-
ment interdit.
L'équilibre de l'exploitation des. terres à Wallis est
abondamment commenté par TERCINIER (1960). Cet auteur ayant constaté que cer-
tains sols, très riches, étaient sous-exploités, en a attribué la cause, à
juste titre nous semb1e-t-i1, aux moustiques vecteurs de la filariose. La
fréquence des attaques d'Aedes poZynesiensis rend extrêmement pénible tout
travail dans les zones abritées du vent. RAGEAU (1959), dans son enquête sur
la filariose à Wallis, signale des taux d'infestation des moustiques de
3,69 % et note 20 % de porteurs humains de la maladie avec 10 % de cas cli-
niques.
- 13 -
L'uti1isation.traditionnel1e de. paillages importants
sur les cu1tures,.de la jachère. avec couvert végétal dense. à plusieurs stra-
tes, ainsi que le travail superficiel des sols a permis d'éviter leur dégra-
dation rapide, phénomène habituel dans les zones tropicales. La durée de la
jachère est de 5 ans environ, parfois beaucoup plus. Les cultures principales
sont essentiellement le taro et l'igname qui forment une des bases de l'ali-
mentation. La première de ces cultures est concentrée dans la zone marécageu-
se des sols ca1cimorphes à gley. La. deuxième s'étend sur les sols ferra1iti-
ques non lessivés ou sur les sols jeunes.
5 - Importance du cocotier
. Parmi. les produits de cueillette, l'arbre à pain et
le.bananier.jouent .. un rôle non négligeable dans l'alimentation. Celui-ci
n'est toutefois pas comparable à la place tenue par le cocotier dans la ci-
vilisation polynésienne en général et wa11isienne en particulier.
La noix de coco entre sous toutes ses formes dans
l'alimentation de l'homme: l'eau de noix vertes se consomme comme boisson
et, à certaines périodes de l'année, elle est la seule utilisée. La noix,
outre l'alimentation humaine, sert également de nourriture aux porcs qui re-
présentent la principale source de protéines animales. La pêche dans le lagon
est, en effet, peu rentable et par là, peu pratiquée. Ceci peut être dû à une
surexploitation mais résulter également des traitements insecticides massifs
réalisés par les troupes américaines durant la Deuxième guerre mondiale pour
lutter contre le vecteur de la filariose humaine Aedes polynesiensis. Ces
deux causes ont pu s'ajouter pour appauvrir le lagon.
6 - Ca~actéristiques de la cocoteraie à Wallis
La cocdteraie wallisienne .forme une large ceinture
autour de l'île. Les cultures sont toujours pratiquées sous cocoteraie. On
peut dire que, mis à part le "désert d'Hihifo", zone à Pandanus, Hibisaus
tiliaaeus et Gleiohenia diahotoma, le cocotier est partout présent, même
dans les zones forestières.
- 14-
La cocoteraie wa11isienne nIa donc AUCUN CARACTERE DE
COCOTERAIE INDUSTRIELLE. La densité des arbres y est essentiellement variable
suivant que le sol est utilisé ou non à une culture sur jachère périodique ou
que l'on se trouve dans une zone de forêt. La surface totale de la "cocote-
raie" est estimée à 3.600 ha, soit près de la moitié de la superficie de 11i:1e.
Dans son ensemble. la cocoteraie est âgée. De nombreux arbres sont improduc-
tifs, en raison soit de leur âge, soit des attaques des O~ate8 et des rats.
Une régénération de la cocoteraie wa11isienne ne peut
être envisagée que si le problème Oryates est résolu.
o
o 0
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D - ELEMENTS DE LA BIONOMIE D'ORYCTES RHINOCEROS L.
Les grands traits de la bionomie sont très proches
pour les différentes espèces du genre Dryates. Nous avons donc parfois fait
mention d'éléments de bionomie appartenant à d'autres espèces diOryates qui
nous ont paru de nature à éclairer celle de O. phinoaepos L.
1 - Caractères généraux
Comme.1a plupart des Saapabeidae, O. phinoaepos L. a
trois stades larvaires séparés par des mues. Une nymphe succédera à la larve
de 3ème stade puis donnera un.adu1te. A l'approche de la nymphose J la larve
de 3ème stade façonne une coque nymphale dans laquelle les deux dernières mues
s'effectueront" D'après CATLEY (1969), la larve de stade 3 d'O. phinoaepos
semble pouvoir se déplacer dans le sol pour rechercher un emplacement de nym-
phose favorable" Le jeune adulte passera quelques jours dans la loge nymphale
avant de quitter le gîte larvaire.
A partir des gîtes, les adultes se dispersent à la
recherche de plantes-hôtes et de lieux de ponte adéquats. Ces déplacements
paraissent s'effectuer à courte distance pour la majorité des individus.
Dans la cocoterait wa11isienne, les dégâts sont d'ail-
leurs plus importants à proximité des gîtes larvaires. Il semble, toutefois,
qu'une fraction de la population d'adultes soit susceptible de vols à grande
distance. BEDFORD (1969) signale, aux Samoas, des vols d'adultes marqués de
l'ordre de 1,5 km. Des déplacements comparables ont été observés par MARIAU
(1970) lors d'une étude de la dispersion d'O. monoaepos L. en Côte d'Ivoire.
L'hypothèse de l'alternance des séjours des adultes
sur les plantes-hôtes et dans les gîtes larvaires est généralement admise.
Nous n'avons pu trouver que peu de renseignements sur la localisation des ac-
couplements et sur la durée des différents séjours qui peut être estimée à
15 jours à 1 mois dans chaque biotope.
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Selon HOYT (in CATLEY, 1.969), il Y aurait plusieurs
accouplements durant la vie des femelles ; selon ces auteurs, cependant, la
multiplicité des·.accoup1ements ne serait pas un facteur essentiel pour la
fertilité des oeufs émis. Le nombre total d'oeufs déposés par femelle est de
l'ordre de la centaine. D'après nos échantillonnages, 1 vunité de ponte serait
de la à 20 oeufs. La durée des différents stades est assez variable suivant
les auteurs. E11e.semb1e être fonction des conditions.dans lesquelles les éle-
vages ont été conduits. On peut néanmoins avancer les chiffres suivants (HUR-
PIN et FRESNEAU, 1967, 1970 CATLEY, 1969) :
- incubation des oeufs. 8 à la jours
durée du stade L 1 8 à 14 jours
durée du stade L 2 8 à 18 jours
durée du stade L 3 90 à 240 jours;
durée du. stade prénymphe 8 à la jours
- durée du 'stade nymphe 13 à 28 jours
- durée du stade adulte environ 6 mois.
2. - G!tes larvaires
Les 1arves.ayant un ~égimestrictement sapr~phage, les
g!tes l~rvaires sont extrêmement variés. En fait, il semble que tout amas de
matière végétale présentant un état bien défini de décomposition, des tas de
compost ou de vieux fumier, puisse fournir un milieu convenant au développe-
ment des larves. Cependant, les g!tes les plus fréquemment rencontrés sont les
bois morts, le facteur le plus important n'étant pas l'essence végétale mais
le type d'évolution du bois, avec ses caractéristiques de texture. Nous avons
pu constater que, dans certaines formes de dégradation du bois, on ne trouvait
Jamais de larve dt Ozoyates ni de trace de galeries.
De très nombreuses espèces sont donc plus ou moins ap-
tes à abriter des larves. Les palmiers, et plus particulièrement le cocotier,
présentent, par la structure de leur bois en décomposition, des milieux très
favorables à la multiplication des larves (Pl. VI, fig. 12). La localisation
des bois joue également un rôle important lors de la ponte des femelles : les
troncs entièrement cachés par un couvert végétal dense paraissent abriter
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moins fréquemment des larves d'Oryctes. Par contre, il nous a été donné de
trouver, à Madagascar, en zones sèches, des larves d'O. boas dans de grosses
racines enfouies Sous plus d'un mètre de terre. Inversement,1es troncs morts
encore dressés constituent, eux aussi, de bons gîtes larvaires.
Les adultes sont capables de trouver des gîtes lar-
vaires potentiels enfouis profondément dans le sol. mais plus difficilement
ceux cachés par une barrière végétale dense. De plus, à Wallis, il nous aparu
que, dans les gîtes larvaires contenant des nymphes, la fréquence des pontes
était plus élevée. Cependant, nous n'avons pu étudier suffisamment de gîtes,
durant notre séjour dans l'île, pour préciser cette hypothèse. Après l'intro-
duction du virus, seulement 9 à 10 % des habitats larvaires potentiels étaient
occupés par O. rhinoceros 1.
HAMMES (1974) a communiqué des observations sur l'évo-
lution des gîtes que constituent les stipes de cocotiers morts. De façon gé-
nérale, la partie du "bois" se dégradant le plus lentement est celle située
immédiatement sous la zone corticale. La dégradation commence par les extré-
mités du stipe exposées à l'action des agents atmosphériques. Il se forme
ainsi un entonnoir empli de débris provenant du creusement des galeries et
de la décomposition. Les larves sont, en général, groupées dans le gîte, en
lots homogènes issus probablement d'une même ponte. Les larves de 3ème stade
âgées sont plus fréquemment observées à la limite ou dans les parties encore
dures du stipe. Les oeufs sont déposés dans la partie humide des débris, à
proximité du "bois" dur. Ils sont généralement groupés par lots de 10 à 20
dans un agglomérat plus dense de débris. Les larves issues d'une même ponte
vivent dans des galeries indépendantes les unes des autres.
3 - Les plantes-hôtes de l'adulte
De très nombreuses plantes-hôtes, telles que la canne
à sucre, les pousses de bambous, les Musacées (principalement faux-troncs et
fruits de bananiers) (Pl. VI, fig. 13), les fruits de Pandanus, etc. semblent
convenir à l'alimentation des adultes d'OPyctes. Nous avons ainsi rencontré,
dans la zone aride du Sud de Madagascar, de fortes populations d'O. boas, en
l'absence de toute plante-hôte connue. Toutefois, dans ce cas, une a1imentatiDn
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sur AZ.oe est probable (PERlERAS,. 1.970, communication personnelle). Enfin, il
est possible que, pour- la majorité des espèces, la ponte ne soit réalisée que
si l'al~mentation du dernier stade larvaire a été de très bonne qualité.
HURPIN et FRESNEAU (1973) ont d'ailleurs montré, pour o. rhinoaeros L. et O.
monoae~s L., l'influence de la qualité de l'alimentation du dernier stade lar-
vaire sur la fécondité.
A l'île Wallis, les adultes d'O. rhinoaeros L. se
nourrissent essentiellement sur cocotiers.
Il nous a paru utile de rapporter les caractéristiques
phénologiques du cocotier qui interviendront dans la justification de la mé-
thode d'échantillonnage utilisée à Wallis et qui sont nécessaires à la compréhen-
sion du mécanisme des dégâts.
La plupart des renseignements ci-après sont tirés de
l'ouvrage de FREMOND et al. (1966).
Les palmes du cocotier sont en nombre variable (envi-
ron 2S à Wallis) (Pl. IV, fig. S). Elles mesurent de S à 6 m de long, parfois
moins. Le rachis porte au total.200.à 300 folioles. La longueur de ceux-ci
peut dépasser 1 m•. Les feuilles sont réparties sur S spirales tournant soit à
droite, soit à gauche. U~ angle d'environ 140 0 sépare deux feuilles successi-
ves. Il s'écoule près de 5 ans entre l'apparition de la minuscule ébauche fo-
liaire et la'mort naturelle de la feuille.
FREMOND distingue 3 stades. dans la vie de la feuille:
une phase juvénile de 24 mois après laquelle l'ébauche compte une dizaine
de centimètres de long
une phase d'élongation rapide qui dure 4 à 8 mois selon la saison. Pen-
dant cette période, la feuille s'allonge jusqu'à atteindre plusieurs mè-
tres, les folioles étant repliées le long du rachis et dirigées vers le
haut (Pl. VII, fig. 14) ;
- une phase adulte, commençant.au déploiement de la palme et durant jusqu'à
sa mort, soit 24 à 30 mois.
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Ces valeurs ne sont qu'indicatives. En effet, d'après
ces données, le cocotier aurait toujours entre 24 et 30 palmes et la cadence
de leur émission serait d'une palme par mois. Il semble que, dans des condi-
tions défavorables, le nombre de palmes diminue par suite de la réduction du
rythme d'émission des nouvelles palmes et non en conséquence d'une durée de
vie plus courte de la palme.
Les variations saisonnières du rythme paraissent être
plus sous la dépendance de la température que de la pluviométrie. A Wallis, le
cocotier est placé dans des conditions sensiblement optimales pour son déve-
loppement, tant du point de vue température que pluviométrie. Par contre, un
minimum de 120 heures d'ensoleillement par mois serait nécessaire au coco-
tier : il est possible qu'à certains mois, cette valeur ne soit pas atteinte.
4 - Formes du dégât sur cocotier dû à O. phinoaepo8 1. et
son importance économique.
Dans les zones de cocoteraies, l'adulte d'O. phinoae-
pos L. creuse une galerie à la base d'une palme et pénètre dans le coeur du
cocotier. Il dilacère le matériel végétal, extrayant le jus qu'il absorbe.
Les fibres sont rejetées vers l'extérieur de la galerie. Etant donné la struc-
ture du coeur du cocotier (Pl. VII, fig. 14), les dégâts sont de deux types.
Les palmes présentent, après leur croissance, un aspect caractéristique (Pl,
VI, fig. 10-11) avec ou sans section du rachis.
L'attaque d'Opyates peut entraîner la mort de l'arbre
si le point végétatif est atteint directement ou à la suite de l'action d'un
germe phytopathogène introduit dans la galerie. Un type de dégât assez parti-
culier se produit quand le point végétatif est partiellement attaqué : les
jeunes palmes se développent latéralement par rapport à l'axe du cocotier (Pl,
VI, fig. 8-~). D'après ce que nous avons observé à Madagascar, ce type de dé-
gât entraîne souvent la mort de l'arbre. Si la rémission.s'opère, la trace du
dommage est conservée sur le tronc du cocotier qui présentera alors un décro-
chement en marches d'escalier. A Wallis, nous n'avons relevé que deux exemples
de ce type de dégât, beaucoup plus fréquent sur la côte Nord-Ouest de Mada-
gascar.
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D'après COCHEREAU .(1967).et nos propres observations,
il semble que 2 ou 3 palmes soient endommagées au cours d'une attaque. Cer-
taines palmes portent la trace de plusieurs attaques successives au cours de
leur croissance. Partant généralement de l'hypothèse d'une attaque par mois
et par adulte présent, des estimations de .population.ont été proposées par
différents auteurs~ La vérification des indications ainsi obtenues a été ten-
tée par d'autres méthodes telles que: comptages des adultes dans les couron-
nes, piégeages, ••• Les chiffres avancés par les différents auteurs pour ces
évaluations varient sensiblement les uns des autres pour un même niveau de
dégât. Ils sont néanmoins relativement faibles, comparés à l'importance des
dommages. CUMBER (1957), estime qu'au niveau de deux Oryates par cocotier la
plantation .est en voie de destruction, tandis qu'au niveau d'un adulte pour
deux cocotiers, il n'y a pas de baisse sensible de la production de coprah.
Des études concernant l'influence des dégâts sur la
productionont.,été menées par HINCKLEY.(1966). Cet auteur trouve une corréla-
tion négative entre le nombre de palmes attaquées et le nombre de noix.
Dans les conditioqs des Samoas, en cocoteraie indus-
,
trielle, le niv~au de 15 % de palmes attaquées semble correspondre au seuil
de nuisibilité.
S - La lutte contre O. rhinoaeros L.
La'lutt~ contre ce ravageur d~s palmeraies a été me-
née sur des plans différents. Une première forme de lutte a consisté en un
assainissement des cocoteraies par destruction des gîtes larvaires. si cette
technique est parfois possible en cocoteraie industrielle, elle est diffici-
lement applicable en plantation indigène et, étant donné les déplacements des
adultes, elle ne résoud pas le problème des bordures de plantations.
Une autre méthode consiste en un ramassage des adul-
tes dans les couronnes, ce qui suppose pour une efficacité totale, une visite
hebdomadaire de chaque couronne.
La lutte chimique, dirigée essentiellement contre les
adultes, est une méthode à prix de revient trop élevée pour connaître, dans
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les conditions actuelles, une grande diffusion d'utilisation. Elle nécessite
la pose de sciure de bois imprégnée d'insecticide à l'aisselle des palmes. Du
fait des précipitations fréquentes, l'opération doit être renouvelée tous
les mois.
De nombreux essais de lutte biologique ont été entre-
pris, soit à l'aide de parasites ou de prédateurs, soit par entomopathogènes :
• Parasites et prédateurs
Les Hyménoptères du genre SaoLia, ectoparasite de
larves, ont été utilisés. si de bons résultats ont été enregistrés en ]922 à
l'île Maurice par d'EMEREZ de CHARMOY contre O. tarandus, à l'aide de l'espè-
ce malgache SaoLia oryatophaga, ce fait peut être imputé à la nature particu-
lière des gîtes larvaires à Maurice : ceux-ci sont essentiellement constitués
par des tas de fumier en voie de décomposition. Les autres essais de lâchers
de SaoLiidae contre les Oryates n'ont jamais abouti, à notre connaissance, à
un contrôle satisfaisant des populations de ces ravageurs. Nous avons d'ail-
leurs remarqué (MONSARRAT, ]969), confirmant les observations de nombreux au-
teurs (LEPOINTE, 1958 ; BEDFORD, 1968), que le contrôle exercé par les SaoLia
sur les populations d'Oryates à Madagascar est extrgmement faible. Il en est
de même 'pour' la plupart des antagonistes des O~ates dans ce pays. La limita-
tion.de ces insectes à Madagascar provient de la rareté des gîtes larvaires
accessibles ou convenables.
SaoLia rufiaornis a été introduite à Wallis par CORIC
en ]959. Nous n'avens,pas retrouvé de larves-d'Oryates parasitées par cette
espèce mais avons récolté quelques cocons vides et observé plusieurs adultes,
Des lâchers de Saarites maàagasaariensis ont été ef-
fectués en 1957 et 1959. Nous n'avons observé aucun spécimen de cette espèce
lors de notre séjour à Wallis. A Madagascar, nous n'avons jamais récolté de
Saarites pendant 8 ans de prospection des gîtes larvaires d'O~ates. Il semr
ble d'ailleurs que l'alimentation de ces prédateurs soit surtout à base de
Gastéropodes (PERlERAS, 1970~ communication personnelle).
Des nématodes du genre Rhabditis ont également été
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introduits à Wallis. Une souche .originaire.de Ceylan a fait l'objet d'une
première tentative en' Novembre 1957. Un deuxième .essai a eu lieu en 1959 à
.1'aide de la même souche et d'une souche malgache. Il ne semble pas que ces
lâchers aient'été couronnés de succès .
.D'autres ..prédateurs appartenant à différents ordres
ont également été ..utilisés.sans que soient justifiés, jusqu'à maintenant, les
espoirs placés en eux.
. - Entomopathogènes
Les premiers essais d'app1ication,d'entomopathogènes
aux ..Oryates datent de 1919. Ils sont imputables à FRIEDERICHS qui essaya de
lutter contre O. phinoaepos L., aux Samoas, à l'aide du champignon Metarphi-
zium anisop~iae (Sorokin). Bien que ce champignon soit d'observation relati-
vement fréquente dans la nature et qu'il puisse être rendu responsable d'épi-
zooties très graves en laboratoire, .1es premières tentatives de lutte par ce
germe ont été assez décevantes. Des travaux plus récents, dans le cadre du
projet FAO/CPS, ont montré que certaines souches de Metarphizium pouvaient
être utilisées pour la destruction de gîtes larvaires (LATCH et FALLOON. 197~.
Une souche, importée d'Argentine, a été introduite à
Wallis en 1952 (COHIC, 1959). Au cours de nos prospections, nous avonS re-
trouvé quelques rares larves mycosées. Il ne semble pas que, dans les condi-
.tions de cette île, la souche importée ait assuré un contrôle satisfaisant de
populations du ravageur.
Une première recherche de maladies virales fut con-
duite par SURANY qui décrivit plusieurs maladies (SURANY, 1960). MARSCHALL
(1963) montre que l'étiologie des symptômes rapportés par SURANY n'était pas
virale.
En 1963, HUGER observa, en Malaisie, une maladie
transmissible des larves d'Opyates phinoaepos. En 1966, il attribua la cause
de la maladie à un virus qu'il nomme Rhabdionvirus oryates. De nombreux essais
de lutte ont été effectués à l'aide de ce virus dans--le cadre du projet: FAO/CPS.
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Le virus a été introduit des Samoas, siège du projet
Oryates en Nouvelle Calédonie par les soins deCOCHEREAU. Il a ensuite été
réexpédié à Wallis où HAMMES s'est chargé de sa multiplication sur place puis
des contaminations' sur le terrain (HAMMES, 1971). Les premières dispersions
du virus ont été pratiquées en 1970. Le dispositif utilisé par cet auteur con-
sistait en une série_de 25 réservoirs de 1 m3 environ, faits en troncs de co-
cotiers et remplis de sciure, contaminée à l'aide de broyats de larves mortes
de virose (HAMMES, 1971). Les adultes venant explorer ces gîtes larvaires ar-
tificiels se contaminaient et contribuaient à la dispersion du germe. En ef-
fet, des larves malades ..ont été récoltées dans des troncs dressés.
Comme nous.le dirons au chapitre III, le virus res-
ponsable de cette maladie ayant été rapproché des Bacu10virus par HUGER
(1966), il nous paraît utile-de présenter ci-après ce groupe de virus.
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LES BACULOVIRUS ET LEUR SIGNIFICATION
EN ECOPATHOLOGIE DES INVERTEBRES
A - INTRODUCTION
Depuis un siècle, la virologie.des invertébrés asuivi
des voies parallèles à celles des autres branches de la virologie. Les mala-
dies aujourd'hui attribuées aux.Baculovirus furent les premières à être étu-
diées. En effet, dès 1856, la présence de cristaux intranucléaires a été as-
sociée à la grasserie du vers à soie (CORNALIA, 1856 ; MAESTRI, 1856). Les
travaux de CHAPMANN et GLASER (1913, 1915 a et b, 1916, 1918) sur la polyé-
drose de Lymantria.dispaP L. et ceux de PAILLOT (1925, 1927) sur celle de
Bombyx mori L. apportent progressivement des éléments pour la reconnaissance
de l'étiologie virale de ce type de maladie. Ce dernier auteur avait décrit,
en 1925, un" type de virose, la "granulose" de Lépidoptère,et très vraisem-
blablement observé, en microscopie sur fond noir, les virions libres de po-
lyédrose dans l'hémolymphe des vers à soie malades . (PAILLOT, 1933), peu de
temps après KOMAREK et BREINDL (1924).
La précision des.études histologiques permit rapide-
ment de distinguer les polyédroses.à.localisation nucléaire des polyédroses
cytoplasmiques. Le bien-fondé de cette séparation, basée sur la pathogénèse,
a été confirmé par les études en microscopie électronique. Les polyédroses
cytoplasmiques sont dues à des virus parasphériques classés parmi les Réovi-
rus tandis que les agents des polyédroses nucléaires et des granuloses se
révélaient être des particules en bâtonnets.
Des virus de ce dernier groupe ayant été de plus en
plus fréquemment observés et activement étudiés, le Sous-Comité des Virus
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d'Invertébrés du Comité International da Taxonomie des Virus (FENNER, 1976)
a créé la famille des BaouZoviridae qui regroupe des virus en bâtonnets, en-
veloppés, de 40 à 70 nm sur 250 à 400 nm,. à ADN bicaténaire de poids molécu-
laire d'environ 80'.106 (WILDY, 1971). Le pourcentage de G + C est de 35 à
59.% •.Les particules peuvent être incluses dans.un.corps d'inclusion protéi-
nique cristallin soit arrondi et contenant .une.ou rarement deux particules
(sous-groupe B), soit polyédrique et renfermant de nombreux virions (sous-
groupe A). Enfin, dans .certaines affections, les virions peuvent ne pas être
inclus dans.des corps protéiniques .(sous-groupe C).
Si l'on se tient aux caractéristiques de la famille
des BaauZoviridae, .peu de virus ont été suffisamment étudiés pour être défi-
nitivement classés. Néanmoins, la présence de corps d'inclusion typiques, les
grands traits de la pathogénèse ainsi que la structure des particules virales
en coupes, permettent de penser que de nombreuses maladies d'invertébrés sont
dues à des Baculovirus •. Des corps d'inclusion de formes particulières ont été
notés dans des -maladies à .. Baculovirus de.plusieurs Diptères et d'une crevette
marine. Des maladies à Baculovirus sans corps d'inclusion sont connues chez
des Coléoptères, des Crustacés .et des Arachnides.
o
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B - HOTES DES BACULOVIRUS
Plus de 350 hôtes, tous des invertébrés, pour la plu-
part des.insectes, sont signa1és.pour ce groupe de virus. Deux acariens Tetra-
nyahidae sont connuS comme hôtes de Bacu10virus : P. ulmi (BIRD, 1967) et Pa-
nonyahus aitri (REED et HALL, 1972). Deux virus de crustacés marins ont été
décrits (COUCH, 1974 ; BAZIN et al., 1974). Enfin, plus récemment, un virus
enveloppé à capside en fer à cheval et appartenant très probablement aux Ba-
cu10virus a été mis en évidence chez une araignée (MOREL et al., 1977).
Parmi les insectes, et probablement en raison de leur
importance économique, la majorité des hôtes décrits sont des Lépidoptères.
Seuls 44 Baculovirus sont notés sur d'autres insectes, en particulier chez
des Hyménoptères Tenthredoidea (BENZ, 1960 ; BIRD, 1949 j BIRD et WHALEN,
1954), des Diptères Némacotères tels que Tipula paludosa (RENNIE, 1923),
Rhynahosaiara angelae (DA CUNHA et al., 1962, 1969) et divers moustiques
(DASGUPTA et RAY, 1954 ; CLARK et al., 1969 ; FEDERICI et al., 1972 a et b ;
,
HALL et FISH, 1974)~' chez des Névroptères (RIPECKIJ, 1963 ; SMITH et HAZARD,
1973) et enfin chez deux Coléoptères Adéphagiens, Gyrinus natator (GOURANTON,
1972) et Oryates rhinoaeroB (HUGER, 1963). Signalons, en outre, des particu-
les à allure virale décrites par DEVAUCHELLE et al. (1970) puis par THOMAS et
GOURANTON (-1975) dans l'intestin moyen du.Coléoptère Tenebrio molitor dont la
structure rappelle celle des Bacu1ovirus.
La présence de Baculovirus chez un puceron paraît pro-
bable. Les micrographies électroniques accompagnant un article récent (GARRET p
O'LOUGHLIN, 1977) sur les modifications de structure du Rhabdovirus du BNYV
chez son vecteur Breviaoryne b~ssiaae L. laissent penser que ce puceron est
atteint d'une maladie à Bacu1ovirus.
Le problème de la spécificité des Bacu10virus est com-
plexe (HURPIN, 1973). Les données disponibles sur les spectres d'hôtes des
différents virus étudiés ne différencient pas les transmissions réelles des
phénomènes de révélation de viroses latentes. Des études plus précises com-
portant la caractérisation de la souche virale, après transmission, devraient
permettre une meilleure connaissance de la spécificité réelle de ce groupe de
virus.
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.Lespectre d'hôtes actuel d'un Baculovirus se situe,
en général, au niveau de quelques espèces appartenant au même genre ou grou-
pe de genres (GERSHENSON, 1964 ; IGNOFFO, 1968 ; HURPIN, 1973).
La pathogénéité de quelques Baculovirus a été testée
vis-à-vis de vertébrés (IGNOFFO, 1968 ; CUNNINGHAM, 1975, BANOWETZ et al.,
1976). Récemment r des. tests d'inocuité du virus d'O~ates vis-à-vis des Ver-
tébrés ont été.réalisés dans le cadre du projet FAO/CPS en collaboration avec
le Docteur GOURREAU. Aucune manifestation pathologique n'a été observée au
cours de ces différents essais. Toutefois, MC INTOSH et KIMURA (1974) signa-
lent l'apparition.d'une immunof1uorescence sur des cellules de lignée de vi-
père dès 24 heures après l'infection par un virus de polyédrose nucléaire,
CROIZIER (1975) indique la présence, dans des globu+ines de mouton antig1o-
bu1ines de lapin, d'anticorps réagissant avec des structures induites par
l'infection à Baculovirus. Ce résultat pourrait être rapproché des observa-
tions de LONGWORTH et al. (1973) mentionnant la présence d'anticorps dirigés
contre un Picornavirus chez de nombreuses espèces d'animaux sauvages. Ces
auteurs avaient conclu à des infections par un.agent présentant un antigène
commun avec.Le virus d'insecte.
o
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C - ROLE DES BACULOVIRUS DANS LES POPULATIONS D'INSECTES
Le développement d'épizooties naturelles spectaculai-
res à Baculovirus,dans les populations en expansion d'insectes ravageurs, a
attiré liattention des entomologistes agricoles depuis fort longtemps, Ces
observations ont conduit à envisager lVutilisation de ces agents pour la pro-
tection des cultures ou des forêts. Toutefois, le mécanisme de déclenchement
des épizooties naturelles a'été relativement peu étudié dans ses causes pro-
fondes, Les études ont surtout porté sur les modalités de transmission et de
dispersion des germes, Diverses hypothèses, dont la vraisemblance a parfois
été montrée en laboratoire, ont été envisagées pour expliquer la transmission
dVun virus diun individu à un autre~ dans l'espace et le temps, C'est ainsi
que la conservation de liinfectiosité des particules virales contenues dans
les corps d'inclusion,après passage dans le tube digestif de certains préda-
teurs ou ectoparasites,a été montrée (BERGOIN, 1966 a et b ; VAGO et al.,
1966 ; SZALAY-MARZSO et VAGO~ 1975), Le maintien du pouvoir infectieux des
virions inclus dans des polyèdres contenus dans le sol pendant de nombreuses
années a permis d'émettre un certain nombre dihypothèses sur le rôle réser-
voir joué par les corps diinclusion et sur celui des agents atmosphériques
dans la dissémination des maladies (JAQUE, 1964, 1969 ; JAQUE et STULTZ,
1966).
La transmission du virus des parents aux jeunes lar-
ves par souillure du chorion des oeufs peut être envisagée (MARTIGNONI et
MILSTEAD, 1962, et revue bibliographique de MARTIGNONI, 1962),
Malgré de nombreux travaux, lVexistence de viroses
latentes chez les insectes est parfois controversée, L'éventualité d'une
contamination de laboratoire est en effet très difficile à écarter dans ce
genre dVexpérimentation.
o
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D - LES CORPS D~INCLUSION
Les virus de granuloses sont inclus dans des struc-
tures protéiniques.appeléesgranules,ayant généralement la forme d'un ellip-
soide de révolution de 0,1 à 0,5 ~m sur 0,2 à 0,9 ~m selon les virus. Chaque
granule ne contient, en général, qu'une particule virale située au centre de
l'ellipsoïde, lui-même formé d'une trame protéinique. La localisation des
granules est cytoplasmique.
Dans les polyédroses nucléaires, les corps d'inclu-
sion sont formés.d~unetrameprotéinique et renferment de nombreuses parti-
cules virales placées au hasard. Leur taille varie de 0,5 à 15 ].lm environ.
Elle est le plus souvent constante pour tous les polyèdres situés dans un
même noyau.
Chez certaines polyédroses nucléaires, plusieurs nu-
cléocapsides sont entourées par une même enveloppe dans les corps d'inclu-
sion. Ces souches sont dites à virus en faisceaux.
L'existence de souches à granules ou à polyèdres de
formes différentes pouvant affecter un même hôte permet de penser que leur
forme, donc la.protéine d'inclusion, est codée par le génâme viral (GERSHEN-
SON, 1959, '1960 a et b.; STAIRS, 1964 a ; QUIOT.et LUCIANI, 1968 ; CUNNINGHAN,
1970 ; VAGO et al., 1970 ;WATANABE et ARAKATE, 1974).
Les. polyèdres. (HARRAP,. 1972) comme les granules
(ARNOTT et SMITH, 1968) sont délimités par une structure enveloppante. La
dissolution des corps dfinclusion et la libération des virions sont générale-
ment obtenues par action des pH alcalins en milieu réducteur ou non.
Des études de dégradation ménagée de la protéine
d'inclusion de différents virus, suivie d'électrophorèses en gel de polya-
crylamide, montrent que ces protéines sont essentiellement des polymères
dont le poids moléculaire est d'environ 150.000 daltons. Elles sont formées
de protéines élémentaires dont le poids moléculaire varierait, suivant les
virus, de 25.000 à 35.000 daltons. Ces protéines semblent être synthétisées
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dans le cytoplasme et s'assembler dans le noyauy,comme le montrent les tra-
vaux par immtmofluorescence'de KRYWIENCZYCK (1963).
Des relations sérologiques croisées ont été mises en
évidence entre les.protéines de différents polyèdres et entre celles de di-
vers granules (KRYWIENCZYCK et BERGOLD, 1960 ; CROIZIER et MEYNADIER, 1972,
1973 a et b ; MAZZONE, 1975 ; MAZZONE et TIGNOR, 1976) et entre les polyèdres
d'Hyménoptères et de Lépidoptères (MAZZONE et al., 1975 ; NORTON et DICAPUA,
1975). Par contre, la protéine d'inclusion du virus de polyédrose nucléaire
de TipuZa paZudosa (Meig) nia pas de relations sérologiques avec celles de
polyédroses nucléaires de Lépidoptères (GUELPA et al., 1977).
Les.points isoélectriques des protéines des polyèdres
de certains Lépidoptères ont été déterminés et varient de 5,2 à 5,7 (TARASE-
VITCH, 1945). La protéine. d'inclusion, des. granules du Lépidoptère T~ahoplu­
sia ni a été étudiée. récemment. (SUMMERS et.SMITH,. 1975) ; il s'agirait d'une
protéine acide phosphorylée et soluble dans le phénol.
La composition des corps d'inclusion, en dehors de la
protéine majeure, est~mal connue •. Une.protéine.basique semble toutefois pré-
sente dans les' corps d'inclusion polyédriques (SUMMERS et EGAWA, 1973
EPPSTEIN et THOMA, 1975 ;.EPPSTEIN et al., 1975 ; KOSLOV et al., 1975
SUMMERS et SMITH, 1975).
Une enzyme synergique de l'infection des cellules in-
testinales par les virus des polyédroses nucléaires a été extraite de cer-
tains granules (TANADA et HUKUHARA, 1971 ; TANADA et al., 1975 ; TANADA et
HARA, 1975). Cette enzyme.serait une estérase.d'acide gras et existerait dans
certaines souches de granuloses.
o
o 0
- 34 -
E - PATHOGENESE
Les polyédroses nucléaires de. Lépidoptères atteignent
généralement le tissu adipeux, l'hypoderme, les. cellules sanguines et les cel-
lules trachéennes. Les. lésions des noyaux des glandes séricigènes sont rares.
Quelques cas de lésions avec polyèdres de l'intestin moyen sont signalés
(LAUDEHO et AMARGIER, 1963 ; HEIMPEL et ADAMS, 1966 ; HUNTER et alo, 1973
VAIL et JAY, 1973 ; AMARGIER et SMIRNOFF, ]974) •
Les virus de.granulosesattaquent essentiellement le
tissu adipeux des chenilles de Lépidoptères. D'autres tissus peuvent être at-
teints mais à· un degré moindre ; il s'agit des. cellules trachéennes et descel-
Iules de 1 'hypoderme & Chez le Lépidoptère Zygaehidae : Har'rissima briUians,
STEINHAUS et HUGUES (1952), puis SMITH et al .. (1956) signalent une attaque de
l'intestin moyen.
Des travaux plus récents (HARRAP et ROBERTSON, 1968
SUMMERS, 1969, 1971 TANADA et LEUTENEGER, 1970) ont montré que, dans les
polyédroses et les granuloses de Lépidoptères,. le premier stade de l'infection
était intestinal. Après un cycle de multiplication du virus dans certaines
cellules de l'intestin"moyen, sans formation de corps diinclusion, l'agent
pathogène se dissémine dans' l'organisme de l'hôte.
Le.virus du Coléoptère Gyrinus natator n'a été décrit
que dans l'intestin moyen de l'adulte (GOURANTON, 1972).
Le virus de polyédrose nucléaire du Diptère Tipula
paZudbsa n'àttaque que les cellules sanguinew<~(RENNIE, 1923 ; SMITH et XEROS,
1954 ; BERGOIN et GUELPA, 1977).
Les tissus attaqués.par les Baculovirus sont donc,en
majorité,ceux dont· l'origine est mésodermique.
o
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F - STRUCTURE ET MORPHOGENESE
1 - Structure
La majorité des Bacu10virus ont été décrits unique-
ment d'après l'examen de coupes de tissus infectés_ Peu d'observations ont
été réalisées en coloration négative. Toutefois, la structure fine de cer-
tains virus de po1yédroses nucléaires ou de granuloses de Lépidoptères a
été étudiée.
Tous les virus que.1 t on peut assimiler à la famille
des Bacu10virus ont des caractères structuraux communs. Ils se présentent,
en coupe de tissus, sous la forme de bâtonnets à extrémités arrondies, de
250 nm à 400 nm de long sur 40 nm à 70 nm de large. En général, ces deux
extrémités sont identiques. Toutefois, certains virions, comme ceux de la
crevette Penaeus duorarum, montrent un gonflement de l'une de ses extrémi-
tés (COUCH, 1974 a et b). La particule virale est définie par sa structure
membranaire qui peut être considérée comme une enveloppe virale. Elle ren-
ferme un bâtonnet centra1,cy1indrique,dense aux électrons, délimité par une
membrane ayant valeur de capside. Rappelons également la forme en fer à che-
val de la capside du virus dVaraignée (MOREL et al., 1977), visible aussi
dans certaines particules du virus d'HeZiothis zea (SCHARNHORST et al.,
1977). Un matériel amorphe peut être observé entre l'enveloppe et la nucléa-
capside.
Dans les po1yédroses nucléaires à plusieurs nuc1éo-
capsides dans la même enveloppe, le nombre de celles-ci atteint parfois 10.
Ce caractère est lié au génôme viral.
L'enveloppe des Bacu10virus paraît, le plus souvent,
assez lâche. Cette propriété est peut-être, au moins partiellement, un arté-
fact dû à l'attaque alcaline des inclusions ou aux techniques de purification.
En coloration négative, l'enveloppe de la particule
virale se présente généralement sans ornementation apparente. Sous l'action
de divers agents de dégradation comme 1eS.S.S.(chlorure de Mg 0,1 M, bicar-
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bonate d'NH4 0,1 M et chlorure de Na 0,1 M), une structure en sous-unités
d'environ 4 nm'apparait parfois à la surface. de l'enveloppe (HARRAP, 1972).
Sur les enveloppes de virus de polyédroses nucléai-
res, des sous-unités circulaires de 20 nm, arrangées régulièrement, ont été
mises en évidence (HARRAP, 1972 ; SUMMERS et VOLKMAN, 1976). Leur présence
sur l'enveloppe n'a jamais été signalée après examen de coupes de particules
ou de coloration négative de virions non dégradés. HARRAP (1972) a attribué
à ces structures de 20 nm la valeur de péplomères selon FENNER (1968).
De même, des sous-unités de l'ordre de 2,5 à 3 nm
ont été observées par HARRAP et JUNIPER (1966), KOSLOV et ALEXEENKO (1967)
et HARRAP (1972) sur des capsides observées en coloration négative.
Au cours d'un travail récent (BAZIN et al., 1974),
nous avons pu mettre en évidence de telles formations sur la capside d'un
virus du crabe Capainus maenas.
Une certaine polarité des capsides des virus de gra-
nuloses'a pa~fois été signalée (SUMMERS, 1975).
Des études, en microscopie électronique, de particu-
les virales dégradées, ont montré l'existence d'une structure filamenteuse
intraeapsidaire (VAGO, 1964 ; PONSEN , .1965). SCHVEDCHIKOVA et al. (1968)
donnentle·sehéma du repliement de la molécule d'ADN dans le core viral. Ce
schéma .n' est· ,pas' repris dans un travail, ul térieur (SCHVEDCHIKOVA et TARASE-
VITCH, 1971).
2. - Morphogénèse
Deux grands types de morphogénèse peuvent être sépa-
rés parmi les Baeulovirus : ils correspondent aux granuloses et aux polyédro-
ses nucléaires.
Les travaux sur la morphogénèse des virus de granulo-
ses sont déjà anciens puisque, depuis le travail de ARNOTT et SMITH (1968),
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seules ont été signalées, à notre connaissance, quelques observations très
fragmentaires (SUMMERS et ARNOTT, 1969 ; HUNTER et HOFFMANN, 1970).
Après l'infection, on constate une forte hypertrophie
nucléaire et l'apparition, dans le cytoplasme, d'amas denses aux électrons
représentant un stroma virogène selon XEROS (1956). La rupture de la membrane
nucléaire se produit pendant cette période précoce de l'infection. Des nucléo-
capsides, dont la membrane est en général peu visible, apparaissent à proxi-
mité de ces amas. Elles s'alignent ensuite orthogonalement à des membranes
intracytoplasmiques. En coupe, certaines de ces nucléocapsides apparaissent
vides ou en cours de remplissage. Après cette phase, les particules acquier-
rent leur enveloppe qui semble tout d'abord très lâche puis se resserre au-
tour du core. Le virion est ensuite englobé dans la trame protéinique d'in-
clusion pour former le granule. Le corps d'inclusion paraît limité par une
couche épicapsidaire (HUNTER et HOFFMANN,1970) à aspect membranaire. Des
structures filamenteuses sont très souvent observées en association avec des
amas de granules formés ou en formation. Elles sont fréquemment circonscrites
par une membrane, ARNOTT et SMITH (1968), puis HUNTER et HOFMANN (1970) ont
émis des doutes sur la nature virale de ces structures qu'ils considèrent
plutôt comme une autre forme d'agrégation de la protéine d'inclusion.
La loca1isation.intracytoplasmique ou non de certai-
nes phases de la morphogénèse reste difficile à préciser en raison de la rup-
ture très précoce de la membrane nucléaire.
La morphogénèse des virus de po1yédroses de Lépidop-
tères a, par contre, été décrite par de nombreux auteurs et en particulier
HARRAP (1972), MAC KINNON et al. (1974). Elle semble être entièrement nuclé-
aire pour les particules virales incluses dans les polyèdres. Le premier si-
gne de l'infection consiste en une hypertrophie du noyau. Les masses chromati-
niennesparaissent s'accumuler auprès de la membrane. Un virop1asme diffus, se
condensant ensuite en un réseau bien défini et dense aux électrons, est ob-
servé (KNUDSON et HARRAP, 1976). Les nucléocapsides s'accolent perpendiculai-
rement aux mailles de ce réseau, Les particules virales sont ensuite envelop-
pées, soit isolément, soit en groupes d'importance variable chez les virus
dits en faisceaux. Leurs enveloppes semblent être une formation de novo (MAC
KINNON et al., 1974). La protéine du corps d~inc1usion enrobe ensuite les
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différentes particules. La présence de l'enveloppe serait nécessaire à l'en-
globement de la particule dans le corps d'inclusion. Dans les po1yédroses
nucléaires de Lépidoptères, les corps d'inclusion paraissent répartis au ha-
sard dans le nuc1éop1asme.
" ". . La morphogénèse virale des Bacu10virus de Diptères
suit les grandes. lignes des virus de po1yédroses de Lépidoptères. Les enve-
loppes du virus de RhynahoBai~ angeZae paraissent des formations de noVo
(STOLZ et al.,. ]973) qui englobent les capsides virales. Des zones d'appari-
tion de ces précurseurs sont visibles dans les noyaux. Dans cette maladie,
comme dans la polyédrose du Diptère TipuLa paZudbsa (SMITH et XEROS, ]954 ;
GUELPA, thèse ]977), les corps d'inclusion se forment en contact étroit avec
le feuillet interne de la membrane nucléaire.
La morphogénèse du virus du Coléoptère GyrinuB nata-
top, décrit par GOURANTON (]972), suit un processus semblable. Toutefois, la
succession des évènements parait légèrement différente. L'absence, dans les
noyaux, de capsides nues et la présence, dans les cupules membranaires, de
caps~des en cours de remplissage, permettent de penser que l'organisation
structurale de la particule se produit dans l'enveloppe en formation. GOURAN-
TON décrit également un système annexe de mor.phogénèse virale à partir de
structures tubulaires à symêtrie hélicoida1e. Enfin, ce virus n'induit pas
de corps d'inclusion.
En dehors du virus d'OpyateB phinoaePOs dont nous
allons parler ci-après, les deux autres virus sans corps d'inclusion, trou-
vés chez les Acariens PanonyahuB uZmi (BIRD, 1967) et P. aitri (REED et HALL,
1972), sont relativement mal connus.
o
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G - PREMIER CYCLE DE MULTIPLICATION VIRALE ET "RELEASE" DU VIRUS
Lors de l'infection de larves de Lépidoptères par in-
gestion de corps d'inclusion viraux, 1es.particules virales sont rapidement
libérées par action des sucs digestifs. Des virions libres traversent la mem-
brane péri trophique constituée .par une alternance de bandes de chitine et de
protéines formant une trame avec des trous de 150-200 nm de diamètre (MERCER
et DAY, 1952 ; WATERHOUSE, 1953). La pénétration dans les cellules intestina-
les se fait par.fusion de Henveloppe.vira1e avec.1a membrane plasmique des
microvillosités de l" intestin moyen (HARRAP et ROBERTSON, 1968 ; HARRAP,
1970 ; SUMMERS, 1969, 1971 ; KAWANISHI et al., 1972). Ce processus d'entrée
rappelle celui observé chez des virus possédant des enveloppes 1ipoprotéiques
(MORGAN et HOWE, 1968 ; MORGAN et ROSE, 1968 ; MORGAN et al., 1968 ; HEINE et
SCHNATTMAN, 1971).
La nuc1éocapside nue migre ensuite dans le cytoplasme
et va adhérer, par une de ses extrémités, à la membrane nucléaire, probable-
ment au niveau d'un pore (SUMMERS, 1969). Le contenu de la nuc1éocapside est
ensuite injecté dans le nuc1éoplasme (KAWANISHI et al., 1972). L'assemblage
des nuc1éocapsides à proximité de stroma,virogène, leur inclusion dans des
structures membranaires néoformées préfigurant l'enveloppe virale, se font
ensuite suivant les processus classiques. Il n'y a toutefois pas inclusion
des virions matures dans la protéine des corps d'inclusion, aussi bien dans
le caS des granu10ses que des,po1yédroses nucléaires. Cependant, dans ces
dernières maladies, HARRAP (1910).note la synthèse de protéine de po1yédrose
sans inclusion de virions, lors,du.cyc1ede multiplication virale dans les
cellules intestinales. Cet auteur signale la présence de très nombreuses par-
ticules enveloppées dans le cytoplasme de ces cellules infectées. Il pense
qu'elles proviennent du noyau par dissolution ou rupture de la membrane nu-
cléaire. Ces particules semblent capables de traverser la membrane cytoplas-
mique et d'infecter les cellules péri trachéennes voisines des cellules in-
testinales.
Dans des travaux plus récents, INJAC (1971), NAPPI et
HAMMILL (1974), KNUDSON et HARRAP (1976), KAWAMOTO et al. (1976) montrent
l'existence d'un phénomène de bourgeonnement à travers la membrane nucléaire.
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La ou les capsides nues viennent s'accoler au feuillet interne qui présente
alors un épaississement. Les deux feuillets se décollent pour former un es-
pace dans lequel les nuc1éocapsides pénètrent par bourgeonnement en entraî-
nant une partie du feuillet interne. Celui-ci se reformerait derrière les
particules. Le feuillet externe de la membrane se détacherait ensuite pour
former une vésicule entourant parfois plusieurs groupes de nuc1éocapsideso
Un processus similaire de bourgeonnement à travers la membrane nucléaire,
avec acquisition de deux "enveloppes" supplémentaires, a été décrit par REED
et HALL (1972), dans la maladie à Bacu10virus de Panonyahus ai tri 0
Différents auteurs (HARRAP et ROBERTSON, 1968 ; MAC
KINNON, 1974 ; KAWAMOTO et al., 1976) rapportent également des phénomènes de
bourgeonnement à travers la membrane cytoplasmique, Cependant, HARRAP (1970)
note aussi la traversée de celle-ci sans phénomène apparent de bourgeonne-
ment. Ce processus concernerait des nuc1éocapsides nues provenant probable-
ment du noyau infecté, soit par rupture de la membrane nucléaire, soit par
passage à travers cette membrane au niveau d'un nuc1éopore.
Rappelons, toutefois, que la présence de nuc1éocap-
sides nues dans le cytoplasme cellulaire est normalement observée au moment
de l'infection de la cellule.
L'ensemble des travaux présente donc des faits assez
contradictoires, à moins d'admettre la coexistence de plusieurs modalités.
Le "re1ease" semble intéresser des particules dont le rôle est la dissémina-
tion dans les cellules de l'hôte.
La formation et la composition de l'enveloppe de ces
virions seraient donc différentes de celles des particules présentes dans
les corps d'inclusion, comme le montre le caractère simple des particules
virales dans l'intestin moyen. des Lépidoptères infectés par des souches à
faisceaux de virus. L'observation, dans les cellules intestinales, d'une
synthèse de protéine d'inc1usion~ sans incorporation dans les polyèdres des
particules enveloppées, renforce cette hypothèse.
L'origine des enveloppes étant différente, l'étude
par électrophorèse en gels de polyacr.y1amide des protéines constitutives
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des virions libres- devrait permettre de préciser les diverses modalités de
"release" •
Les processus d'acquisition d'une enveloppe par bour-
geonnement présentent des analogies étroites avec ce qui a été observé dans
la morphogénèse des virus Herpès (DARLINGTON et MOSS, 1969) ou des Rhabdovi-
rus (KITAJlMA et al., 1969).
o
o 0
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B - PURIFICATION ET COMPOSITION DES BACULOVIRUS
1 - Purification
Les virions des Bacu10virus de Lépidoptères ont été
généralement purifiés à partir des corps d Vinc1usion. La purification de ces
derniers a été réalisée, le plus souvent, par centrifugations différentielles.
Cette technique présente l'avantage de ne pas nécessiter diéquipement lourd
mais a l'inconvénient d'avoir un rendement faible et de donner des prépara-
tions d'une pureté relative.
Par contre, .1a purification des corps d i inc1usion en
gradients de sucrose 40-65 % plp en rotors horizontaux offre de nombreux
avantages. D'après notre expérience, l'action.d'un agent dé1ipidant comme le
chloroforme, ou des détersifs tels que le triton X 100 ou le SDS à 1 0/00 à
froid, sur des broyats bruts de tissus, améliore le rendement dienviron 50 %.
De même, le maintien des broyats à des pH alcalins de 8,2, sous faible force
ionique, facilite la purification en limitant la formation d'agrégats.
La première technique de.libération des particules
virales est due à BERGOLD (1947). L'attaque.des.corps d i inc1usion par des so-
lutions alcalines se traduit par la dissolution de la protéine accompagnée
d'un gonflement de l'inclusion et la rupture de la "membrane".
HARRAP et LONGWORTH (1974) ont étudié différentes
techniques de purification,sur.gradients de.sucrose, de virions libérés après
dissolution des polyèdres en carbonate de sodium 0,1 M. L'attaque est stoppée,
soit par mise au culot des particules, soit par pénétration dans un gradient
de sucrose tamponné. Les tampons utilisés sont généralement le Tris HC1 ou le
tampon glycine-soude.' Les solutions alcalines sont soit le carbonate de so-
dium 0,1 M à pH 10,5, soit la soude 0,1 M. Le problème de la libération des
virus des corps d'inc1usion.est.de solubiliser la protéine d'inclusion tout
en protégeant.au maximum l'enveloppe des particules incluses.
Les inclusions de la po1yédrose du Diptère TipuZa pa-
Zuâbsa ne se dissolvent pas dans les solutions alcalines classiques. La 1ibé-
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ration des viriens.de ces polyèdres a pu être.obtenue récemment par action du
thioglycolate 0,125 M + carbonate de Na O,l.M à.pH 10,5 (BERGOIN et GUELPA,
1977).
Les premières observations de virions non inclus de
polyédroses nucléaires sont dues à VAGO (1964), Leur purification n'a été
tentée que par très peu de chercheurs, en raison de la grande facilité d'ob-
tention des particules à partir des corps d'inclusion" Elle a été réalisée
dans un milieu de culture cellulaire en gradients de sucrose par SUMMERS et
VOLKMAN (1976) qui comparent les structures des virions libres à celles des
virions extraits de polyèdreso
Il est remarquable de constater que les virus libres,
extraits de.l'hémolymphe d'insectes atteints de polyédroses à virus en fais-
ceaux,sont formés d'une seule nucléocapside enveloppée, SUMMERS et VOLKMAN
(1976) ont signalé ce résultat sur les virus.des polyédroses nucléaires de
RachipZusia ou et Autographa caZifo~ica et nous avons pu le vérifier sur
celle de Bombyx mori L, (résultat non publié),
2 ~ Composition des Baculovirus
_ Protéines constitutives
Très peu de travaux ont été publiés sur les protéines
constitutives des Baculovirus. La sensibilité des particules aux solvants des
lipides et aux détersifs, ainsi que l'observation au microscope électronique
de leur action, indiquent la présence probable de lipoprotéines au niveau de
l'enveloppe.
YOUNG et LOVELL (1973) ont étudié la composition en
protéines du virus de la polyédrose nucléaire de TrichopZusia ni, Par élec-
trophorèse enOgel de polyacrylamide, après dissolution au SDS, ces auteurs
ont obtenu 12 bandes dont 2 majeures de poids moléculaire 41,600 ~ 10200 et
54,700 ~ 2.000 daltons, Les poids moléculaires des autres protéines étaient
échelonnés entre 16,500 ± 2.800 et 81.600 ± 3.300 daltons, De même, pour le
Baculovirus de TipuZa paZudosa Meig, GUELPA et al. (1977) ont mis en évidence
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13 protéines constitutives t dont les poids moléculaires sont compris entre
9.000 et.77.000 daltons. Dans un travail récent, SUMMERS attire l'attention
sur les modifications du profil é1ectrophorétiquedes virions extraits de
polyèdres sans précautions spéciales, liées à l'action de la protéase pré-
sente dans les corps d'inclusion.
e Acide nucléique
L'acide nucléique n'a été étudié que sur peu de Bacu-
lovirus, WYATT (1952) détermine la composition en bases des ADN de différents
Bacu1ovirus. Les valeurs de pourcentage de' G + C trouvées variai'ent de 35 à
59 %,
La première estimation de la taille des molécules
d'ADN des Baculovirus a été faite par détermination du coefficient de sédi-
mentation par BERGOLD (1958)0 Il avait trouvé un poids moléculaire de 10,106
daltons. Différents auteurs (ONODERA et al., 1965 ; YAMAFUJI et al" 1966 ;
CHRISTYAKOVA, 1967 ; KOK et al., 1968), travaillant sur le virus de la po1yé-
drose nucléaire de Bombyx mopi Lo, on~ obtenu des. résultats variant de 2 à
31,5 106 daltons.' YAMAFUJI et .al. (1966) ont signalé la présence probable de
molécules circulaires. ONODERA et al. (1965) ont.montré la bicaténarité de
cet .~ADl':l.etontt·évalué le pourcentage de G+ C à 41 %0 Dans un travail de 1971,
SCHVEDCHIK€lVA: et TARASEVITCH ont tioûvé~\iiia-;distributiondes tailles de la
molécule de 0,5 .~ à 50~m et des poids moléculaires correspondants de 2 à
100.•' 106 daltons. Ces auteurs pensent que la totalité de l'information serait
contenue dans des brins de 0,5 ~m. Ils ont visualisé pour la première fois
des molécules circulaires. Plus récemment, SUMMERS et ANDERSON (1972 a et b
et 1973) ont montré, par centrifugation en présence de bromure d'ethidium,
l'existence de molécules superhé1icoida1es. Les poids moléculaires trouvés
par ces auteurs, par détermination des coefficients de sédimentation en gra-
dients de sucrose, variaient entre 90 et 100. 106 daltons pour les cinq Bacu-
lovirus étudiés. Les études réalisées sur le virus d'Oryates phinoaepoB L.
dont les résultats sont exposés au chapitre VI en font l'un des virus les
mieux connus parmi les Bacu1ovirus.
o
o Cl
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Les Bacu10virus représentent un groupe de virus qui
n'a pour hôtes connus, à l'heure actuelle, que des Arthropodes. Le nombre des
hôtes connus' (environ 400) fait de ce groupe un des plus largement représenté
parmi les différentes familles de virus. Il est très probable qu'il s'agit là
d'un faible échantillonnage des hôtes possibles, compte tenu du nombre très
élevé d'espèces d'Arthropodes.
Malgré des différences notables dans la morphogénèse,
la forme des corps d'inclusion, lorsqu'ils existent, les Bacu10virus présen-
tent une grande homogénéité dans les traits généraux de la structure. L'exis-
tence de relations sérologiques croisées, la structure de la molécule dYADN,
son poids moléculaire confirment l'homogénéité du groupe récemment élevé au
rang de famille par la Commission Internationale de Nomenclature (FENNER,
1976).
En raison de leur spécificité, de leur inocuité vis-
à-vis.des vertébrés et de la résistance des corps d'inclusion, les Bacu1ovi-
rus sont susceptibles de jouer un rôle important dans la protection des cul-
tures contre certains insectes ravageurs •.La lutte contre ~yateB rhinoaeroB
en est une illustration.

- 47 -
CHAPITRE III
DONNEES DIS~ONIBLES SUR LE VIRUS
D'ORYCTES RHINOCEROS L.
Page
49

- 49 -
DONNEES DISPONIBLES SUR LE VIRUS
D'ORYCTES RHINOCEROS L.
Le virus d'O. phinoaepos L. a été trouvé en 1963 en
Malaisie par HUGER,au cours d'une mission de recherche des entomopathogènes
d'Opyates. dans le cadre d'un projet FAO/CPS (HUGER, 1966).
Une description des symptômes de la maladie chez la
larve est donnée par cet auteur qui considère que l'affection atteint essen-
tiellement le tissu adipeux. Il signale toutefois des symptômes digestifs
tels l'arrêt de l'alimentation et l'apparition d'une diarrhée. Enfin, des
corpuscules blanchâtres sont observés sous le tégument dans la phase finale
de la maladie.
Les essais de purification de.1'agent pathogène à
partir des tissus adipeux de larves meribondes.n'ont pas donné de bons ré-
sultats. L'auteur opère par centrifugation différentielle, après broyage
dans l'eau distillée. Il note cependant, dans les culots peu infectieux, la
présence de très.rares particules en bâtonnets et dVun grand nombre de par-
ticules parasphériques à contour polygonal. Les larves infectées par injec-
tion de 0.25 ml de suspension de culot meurent entre 10 à 23 jours. La vi-
rulence de ces préparations disparaît très rapidement. L'utilisation de di-
verses solutions salines n'a pas amélioré le résultat des essais de purifi-
cation.
HUGER a observé le gonflement des noyaux des cellu-
les du tissu. adipeux et l'accumu1ation.intranuc1éaire d'ADN par les métho-
des histologiques classiques. Les corps blanchâtres hypodermiques sont dé-
crits comme des agrégats de cellules adipeuses "désintégrées" sans matériel
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de réserve mais contenant un réseau de fibrilles et des amas de cristaux en
aiguilles. Ces p~oductions sont inte~rétées.comme des conséquences des des-
tructions cellulaires et des désordres métaboliques de la larve malade.
Des études réalisées en microscopie électronique mon-
trent la présence de sphéru1es ouvertes et de. bâtonnets dans les noyaux cel-
lulaires. La formation de bâtonnets dans les sphéru1es est notée ainsi que
l'existence de longs filaments.
Se basant sur des analogies de structure, RUGER a
rapproché le virus d'O~ate8 à la fois du groupe des Bacu10virus et de celui
des Iridovirus. Il proposa, donc, la création d'un genre nouveau intermédiai-
re appelé "Rhabdionvirus". Cette dénomination de consonnance voisine de Rhab-
dovirus a augmenté la confusion sur la position taxonomique de cet agent pa-
thogène.
Dans un travail de 1972 sur la sensibilité des stades,
ZELAZNY rapporte les résultats d'expérimentations basées sur des broyats dans
l'eau distillée de larves mortes de virose. Il trouve des DL 50 de son broyat
très voisines pour les différents stades mais variant assez largement d'une
expérience à l'autre. Par contre, la durée moyenne de la maladie varie de fa-
çon significative avec les différents stades ainsi qu'avec l'âge dans le
troisième stade, et avec la température. Il observe une durée de maladie plus
courte à 32° qu'à 25 ou 27°C •. Le degré d'hygrométrie du milieu semble sans
effet sur le développement de la maladie. Dans de la sciure de bois infectée
par des broy~ts de larves mortes de virose et conservées dans des conditions
normales, le pouvoir pathogène évolue très rapidement: au bout de 2 semai-
nes, la DL 50 est multipliée par 103 à 104. Au bout d'un mois, tout pouvoir
pathogène a disparu.
La dessication du milieu et sa réhumidification accé-
lèrent la perte du pouvoir pathogène. Une température de 70°C pendant 10 mn
suffit à stériliser les broyats pathogènes.
Dans les rapports semestriels du projet FAO, un cer-
tain nombre de renseignements complémentaires sont donnés. HUGER (1969, 1970)
signale l'infection intestinale de la larve, la présence de virus inclus dans
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des corps. polyédriques intranucléaires présentant une trame cristalline. Il
souligne la rareté de telles inclusions observées dans quelques cellules de
l'intestinmeyen de certaines larves.
ZELAZNY (1971) et HUGER (1972) notent, dans les mêmes
rapports internes, l'infection intestinale de l'adulte révélée par des tests
d'infection et· la microscopie optique. MONTY (1972) confirme, en microscopie
optique, les rêsultats de HUGER et rapporte une action tératologique du virus
sur l'adulte-lors d'infections' au stade pré-nymphal. Ce dernier résultat n'a
pu être confirmé.

- 53 -
CHAPITRE IV
MATERIEL ET METHODES
Pages
A - MATERIEL VIVANT ET TECHNIQUES DE PATHOLOGIE
EXPERIMENTALE . e " " " III III III " ." • III III fil • " CI III III • III III. III e III • "" ." " " " • fl • ". 55
1 - Techniques d'ilevage ... .•.•.•. ..• .......•. •.•.. 55
a - Lu .laJtvu """.""""" III III • " " " " • III " " • " " •• " • III • III " fi " III 55
b - Lu a.~u """"."."".,,""" Il Il • Il • " • " " " " " • III " III " • " 55
2 - Techniques d'infection.. ....•...• .•......... ... 56
a - 1n6ecti.on per os ". "" III • " " " " III •• " " " " " " " " " " " " " " " " 56
b - In.ne.c.tion. pM in.j e.c.tion. •••••. • • • • . • • . • . • • • • • • • 56
3 - Recherche du virus dans les dijections .•.. ..... 57
B - TECHNIQUES CYTOLOGIQUES ..•..... ...•. ...• 58
1 - Microscopie photonique. .•...•..... 58
.
a - Lu nJW:t.:téA d' hêmolymphe. ...•..••.••.•.••.••.•• 58
b - Lu coupu de W.6LL6 ... CI " III " " " " III " 0 • " •• " • III " " " " " 58
2 - Microscopie ilectronique ... ..•.... .•. ..... ...•. 58
a - Fixati.on. et coloJr.a.:Uon. du W.6u.6 • . • • • . • • • • . • . . • 58
b - Fix.a.:ti.on. du ovocytu c.hotUon.n.é.6 ••.•••.•.•••••• 59
c - Fix.a.:ti.on. du c.ulotA de. vbr.u6 ••••••••••••••••••• 59
, d - ColoJta-ti.on. du .6u.6pe.Yl.-6ioYl..6 v.i.Jc.ai.u •••...•• • • • • • . 59
e. - ColoJLati.on. du coupu de. W.6u.6 •••••.•••••••••• 60
3 - Techniques de .. visualisation de la structure
nucléoprotiinique et de la molicule d'ADN •....• 60
- 54 -
Pages
C - TECHNIQUES BIOCHIMIQUES ..•... ...• 62
1 - Dosages colorimétriques 62
2 - Dosages spectrophotométriques .. ••.• •••.• •••.••• 62
3 - Techniques d'électrophorèse en gels de polyacry-
1ami de fi................ III • • • • • • 8 • • • • • III CI • III 1 • • • • • • 62
a - M-ilie.u dL6.6 0 c.i.a.n.t ne.utlle. ••••••••••••.••••••••• 62
b - Gei.6 de. polyacJl.y.R..o.mi.de. pOWl. pJW:t.U.ne6 ba.6,[que..6 63
Co - Te.c.hn.i..QUe.6 d' Ue.ctJto - u.u.üon •••••••••••••••••• 64
d - Anai.y.6 e. de6 ac.i.de6 am.i.né.6 ••••••••••••••••••••• 65
4 - Techniques d'extraction, de purification et de
caractérisation de l'acide nucléique .•..••..... 65
a. - EWr..a.dion de l' AVN ." 1 • • " • • CI • • e CI • CI • • • • • • • • • • • 65
..- b - GJuJ.c:üe.nt6 de. de.n6-Ué e.n pJr.é.6 e.nc.e. de. cLUodWLe. de.
pM pic:U.um 0 U de. bJr.omMe. d' e.:lJUc:U.um ••••••••••••• 65
Co - Ve.ru,Ué appaJLe.n:te. de. .e.' AVN •••••••••••••••••••• 66
d - .Ce.n;t;.JU6ugdÜon anai.ytique. ••••••••••••••••••••• 66
e.. - TempéJc.a.tute.e. de. 6LLO.(.On •.•••••••••••••••••••••• 6 7
6- Cowrbe,6 de. Jtena:tuJLa...t,ion l' fi •• III •• Cl • CI ••• CI e ••• CI • CI III • 67
D ~ TECHNIQUES D'EVALUATION DE L'EVOLUTION DES DEGATS
D'ORYCTES RHINOCEROS L. AUX COCOTIERS WALLISIENS
APRES L'INTRODUCTION DU VIRUS .................•...•.. 68
- 55 -
MATERIEL ET METHODES
A - MATERIEL VIVANT ET TECHNIQUES DE PATHOLOGIE EXPERIMENTALE
1 - Techniques d'élevage
Les larves et adultes d'O. rhinoaeros L. sains ainsi
que de MeZoZontha meZoZontha L. ont été fournis par M. HURPIN, Chef du Dépar-
tement de Zoologie à l'INRA et Directeur de la Station de Lutte Biologique de
La Minière.
Ces insectes proviennent de l'élevage permanent réa-
lisé dans, cette station. Dès.réception,. i1s.sont placés dans les conditions
.définies par HURPIN et FRESNEAU (1967, 1970).
,Q. - Lu laJc.vu
Les larves sont mises dans des boîtes à compartiments
ou des boîtes individuelles, selon leur taille et les besoins de 1 Yexpérimen-
tation. Le milieu d'élevage consiste en un mélange défini par HURPIN et FRES-
NEAU (1967) de tourbe et de bouse de vache fourni par la Station de La Minière.
b - Lu. aduUu
Les adultes en attente d'expérimentation sont placés
dans des.poube11es de 50 1 en plastique, remplies au tiers d'un mélange de
tourbe et de terreau humidifiés. Ils sont nourris de tranches de bananes re-
nouvelées tous les 3 jours et posées à la surface du milieu.
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Les larves et les adultes sont conservés dans une
atmosphère à 25°C et 80 % d~hygrométrie.
2 - Techniques d'infection
Les larves ont été infectées per os ou par injection.
a. - In6e.c:Uon per os
L'infection per os des larves est réalisée par trem-
page de la tête dans la solution virulente et par mé1ange,au milieu d'élevage,
de broyats de larves mortes de virose.
Des ingestions forcées ont lieu au moyen d'aiguilles
à injection à extrémité rodée. Les réflexes .des larves sont préalablement
ralentis par abaissemenide la .,températul:e dans .. la. glace fondante pendant
10 mn enviTon.Des difficultés, liées entre autres,à.1'anatomie des pièces
buccales, n'ont pas permis' de généraliser .cette technique.
b - In6e.ction· pM .inje.cüon
Les suspensionsvira1~s, additionnées d'antibiotiques
(streptomycine': 500 mg/l, bacitracine : 250.mg/l, auréomycine: 250 mg/1) ,
sont injectées à l~àide d~Un micro-injecteur Braun équipé de s~ringues à in-
suline et d'aiguilles pour intradermo-injection.
Les larves sont inoculées, soit dans le vaisseau dor-
sal, soit dans un .rep1i du tégument de la zone.péristomatique, préalablement
désinfecté à l'alceol. Elles sont ensuite placées, pendant 24 h, sur papier
filtre humidifié avec la solution d'antibiotiques,.afin de laisser cicatriser
la blessure due·à l'inoculation.
Les adultes .reçoivent les injections dans la zone du
vaisseau dorsal, après soulèvement des é1ytres~
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3 - Recherche du virus dans les déjections des larves
Les déjections' des larves sont recueillies dans le
tampon de conservation" du virus (cfo chapitre VI)o L'émission de déjections
par la larve est provoquée en excitant légèrement la face inférieure du pygi-
dium. Après broyage"et clarification des déjections à 7 0 000 g, pendant 15 mn,
le surnageant est examiné en microscopie électronique 0
o
o 0
- 58 -
B ~ TECHNIQUES' eYTOLOGIQUES
l ,- Microscopie photonique
Cette technique' a été utilisée pour la détection pré-
coce des infe~tions à Met~phizium anisoplias Sorokin. Nous nous sommes basés,
pour le diagnostic'; sur le phénomène de vacuolisation cytoplasmique des cel-
lules sanguines ~t particulièrement des'cellu1es fusiformes.' Les observations
sont réalisées seit en'contraste'de'phase, soit après coloration au bleu de
méthylène potassique', selon LOEFFLER, ou au May-Grunwa1d-Giemsa.
Les fragments'de.tissusdes larves $aines ou infec-
tées sent, fi~és au'Bouin acétique;'au'Carnoy ou au He11y, déshydratés dans
une 'série' de"bains"dva1coo1 éthylique et butylique et inclus dans la paraf-
fine. Les coupes, après déparaffinage au toluène et réhydratation, sont co-
lorées suivant différentes techniques ~ Héma1un, Picro indigo carmin, Tri-
chrome 4e Masson, Feu1gen pour la détection de l'ADN, réaction à la ninhy-
drine.
Les photographies sont prises sur un microscope Leitz
Orthoplan équipé du dispositif Orthomat.
2 -Microscopie électronique
Les fragments de tissus (tissu adipeux, intestin
moyen, gonades, spermathèque, hypoderme .•• ) destinés à l'examen au micros-
cope électronique sont traités de la façon suivante
- fixation dans le glutaraldéhyle·à 2 % en tampon cacodylate de sodium
0,1 M à pH 7,4 pendant 1 h à oCl,
- 59 -
- rinçage dans le tampon cacodylate + sucrose 5 %,
- post fixation dans l'acide osmique à 2 % pendant 1 h à 0°,
- déshydratation dans un gradient d'acétone 35 % 100 %,
- inclusion dans l'épon.
Pour une partie du matériel fixé à Wallis (fragments
d'intestin moyen de larves et d'adultes ainsi que de spermathèque), seule la
fixation au glutara1déhyde a pu être effectuée sur place. La post fixation à
l'acide osmique est intervenue après un à deux mois de conservation dans le
tampon de rinçage.
b - F-<.x.ation du OVOc.y;(;u c.hoJri.onné.6
Dans le but de mettre en évidence la présence de par-
ticules virales dans les ovocytes chorionnés, nous avons recherché un fixa-
teur pour la microscopie électronique permettant la fixation du contenu de
l'ovocyte à travers le chorion.
Après avoir constaté que ,le glutara1déhyde ne traver-
sait pas le chorion même après 1 mois de fixation au froid, nous avons utili-
sé le formol sa1é,à la %. Ce fixateur provoque la coagulation du contenu de
l'ovocyte après 8 jours d'action. Nous'vou1ions en effet ,être assurés que les
particules virales observées dans le vitellus ne provenaient pas de virions
inclus dans le chorion et libérés par le découpage de l'ovocyte.
e - F-<'Xa..t<.on du' c.ulot.!> de. v-iJr.u6
Les fragments de culots obtenus par centrifugation à
150.000 g pendant 90 mn sont prélevés à l'aide d'une fine baguette de verre
et fixés au glutara1déhyde puis à l'acide osmique selon la méthode classique.
Ils sont inclus dans l'épon et coupés selon les techniques habituelles.
En raison de la sensibilité du virus au choc osmoti-
que, nous avons utilisé une technique dérivée de celle de la coloration des
mycoplasmes.
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Nous' avons' employé' .une solution de mo1ybdate d vammo-
nium à 2 % à pH 7,4 additionné d'acétate di ammonium, Cette technique de colo-
ration nous a permis une meilleure appréciation de 1 9état des particules vi-
rales au cours des opérations de purification.
La coloration à l'acétate d'uranyle à 4 %,après fil-
tration et centrifugation extemporanée de 3 mn à 500 rpm,est particulièrement
adaptée, par sa finesse et la dégradation légère et variable de la structure
due au choc osmotique, aux études sur l'architecture de la particule virale,
Des colorations à 1 1 acide phosphotungstique selon
BRENNER et HORNE (1959) avec des résultats comparables à la technique précé-
demment décrite ont é~a1ement été réalisées,
Les coupes sont contrastées à l'acétate d'uranyle en
solution alcoolique et au citrate de plomb selon REYNOLDS (1963), Ces prépa-
rations sont observées au microscope électronique Hitachi HU Il C,
3 - Techniques de visualisation de la structure nuc1éopro-
téiriique et de la molécule d'ADN
La viaua1isation de la structure protéinique et du
déploiement de la molécule d'ADN est réalisée par simple coloration à l'acé-
tate d'uranyle avec ou sans choc osmotique préa1ab1e o Celui provoqué par la
coloration sur des suspensions virales dans un tampon contenant 12 % de sac-
charose ou % de chlorure de Na est en général suffisant à 1 gextrusion de
la structure nuc1éoprotéinique intracapsidaire.
L'étalement de la molécule d'ADN parti~llement 1ibé-
rée.de ces structures est obtenu par la. technique. de DUBOCHET et al, (1971)
et sa visualisation par une coloration à l'acétate d i urany1e suivie d'un OmL
brage rotatif au platine-palladium sous incidence de 4°,
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Les molécules d'ADN du virus diOryates et d'ADN du
phage PM2, utilisé comme marqueur interne, sont étalées suivant la technique
de DAVIS et al. (1971). Les grilles ont subi un ombrage rotatif au platine-
palladium sans coloration préalable.
Les longueurs des molécules d'ADN du virus dV~ates
et du phage PM2 sont mesurées sur photographies à l'aide d'un analyseur de
courbe couplé à un calculateur Hewlet-Packard,
D
D 0
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C - TECHNIQUES BIOCHIMIQUES
1 - Dosages colorimétriques
L'ADN est dosé par la réaction à la di-phénylamine
selon la méthode de DISCHE (1930) modifiée par GILES et MYERS (1965).
L'ARN est dosé par la méthode à l~orcinol selon
MEJBAUN (1939).
Le dosage des protéines est effectué au réactif de
Folin selon la méthode de LOWRY et al. (1951). Une gamme témoin étalon d'oval-
bumine a été utilisée pour ces dosages.
L'absorption est mesurée au spectrophotomètre Coleman
Junior IL
2 - Dosages spectrophotométriques
Les suspensions de virus purifié, de nucléoprotéines
ou d'acide nucléique sont analysées dans l'ultra-violet proche (340 à 220 nm)
dans des cuves en quartz de 1 cm de trajet optique placées dans un spectro-
photomètre à double faisceau enregistreur Carry model 15 ou Beckman DB 2 Ao
3 - Techniques d'électrophorèse en gel de polyacrylamide
.L'électrophorèse est faite soit en tubes de 16 cm de
long et 0,6 cm de diamètre, soit en tubes de 10 cm sur 0,5 cm de diamètre,
selon les méthodes de MAIZEL (1969).
Les gels à 7,5 % de polyacrylamide sont préparés en
ajoutant à 7,5 ml de mélange acrylamide-bisacrylamide (30/0,8), 3 ml de phos-
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phate de Na 1 M à pH 7,8, 0,3 ml de persulfate d'ammonium la Ïo, 0,5 % de
Temed et 18,5 ml d'eau distillée.
Des gels à la, 12 et 15 Ïo dVacrylamide sont réalisés
en faisant varier les proportions relatives de mélange dVacrylamide et d'eau
distillée.
Les échantillons à analyser sont dilués au tiers, dans
une solution dénaturante composée de 1,2 ml de SDS la Ïo, 1 ml de tampon phos-
phate 1 M à pH 7,8, 4,8 g d'urée et 380 mg de dithiothrétiol 0,25 M.
Les tubes sont chargés après une pré-électrophorèse
de 2 h environ. Le courant d'électrophorèse est de 1,6 mA par tube. Les poids
moléculaires sont estimés par la méthode de SHAPIRO et al. (1967) avec comme
protéines de référence : la protamine sulfate (salmine) de Sigma, le cyto-
chrome C, le chymotrypsinogène A, l'albumine d'oeuf de poule, la sérum albu-
mine bovine (BOEHRINGER) et le lysozyme (CALBIOCHEM).
Nous avons, en outre, utilisé de la parvalbumine de
carpe (PM = Il.500 daltons) don du Dr CAVE. Les gels sont colorés au bleu de
Coomassie à 0,12 %, 45 Ïo de méthanol, 9,2 Ïo d'acide acétique, puis décolorés
par diffusion dans le mélange méthanol 45 %- acide acétique 9 %- eau, pendant
2 fois 6 heures, puis dans le mélange méthanol 5 Ïo - acide acétique 7 Ïo, pen-
dant 2 fois 3 heures.
Les tracés densimétriques ou électrophorégrammes ont
été effectués sur un photomètre enregistreur Vernon.
b - GelA de polya.CJUjlartU.de pOuJl. pJW:tUnu ba6,[qUe6
Deux systèmes de gels ont été utilisés. Le premier e~
constitué de gels de 16 cm de long et de 0,6 cm de diamètre selon PANYlM et
CHALKLEY (1969). Ces gels comprennent 15 % d'acrylamide, 0,1 % de bisacryla-
mide, 0,5 % de Temed, 5,4 % d'acide acétique, 0,1 % de persulfate d'ammonium,
0,05 Ïo de sulfite de sodium pH 2,9. Le tampon.est de l'acide acétique 0,9 N.
Une pré-électrophorèse jusqu'à courant constant est réalisée. Le courant
d'électrophorèse est ajusté à 1,6 mA par tube. Les temps d'électrophorèse
pratiqués ont été de 5 h et Il h. Les bandes ont été colorées à l'amido-black
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à 1 % et les gels décolorés par diffusion dans le solvant méthanol - acide acé-
tique - eau (35 - 7 - 58, VIvIV). Nous avons choisi comme protéine standard le
mélange de 5 histones de thymus de veau, extraites de la chromatine par HCl
0,25 N, précipitation à.l'acétone et lavage. L'histone Frai (H 4) est obtenue
par l'une des. méthodes de JOHNS (1964, 1967) avec utilisation d'un inhibiteur
de protéolyse dans les phases initiales de l~extration selon PANYIM et CHAL-
KLEY (1968, 1969).
Le deuxième système consiste en gels de 9 cm de long
sur 0,5 cm de diamètre. Leur composition selon PANYIM et CHALKLEY (1971) est
de 15 % d'acrylamide, 0,1 % de SDS et 6 M en urée pH 7,6. Ces gels permettent
de tracer une courbe de calibration de la mobilité relative en fonction du
logarithme de la masse moléculaire pour protéines basiques.
Le bleu de bromophénol sert d'indicateur de migra-
tion. Ces gels sont colorés au bleu de Coomassie suivant les modalités précé-
demment décrites. Les tracés densimétriques sont également effectués sur un
photomètre Vernon.
Les protéines sont caractérisées par leur mobilité
relative (mr) soit à l'histone H 4 pour le premier système, soit au bleu de
bromophénol pour le deuxième.
L'élutiond'une protéine prise dans la matrice d'un
gel de polyacrylamide par un solvant se faisant avec un très faible rendemen~
nous avons pré,féré utiliser le dispositif d'électro-élution mis au point en col-
laboration avec I. GOUREVITCH,et représenté Pl. VIII, fig. 15, pour libérer
la protéine basique du virus. (cf. chapitre VI, E, 3). Le bouchon de gel obtu-
~ant.le.récipient supérieur est à la % d'acrylamide et subit une pré-électro-
phor~se de. 48 h. Les boudins de gels contenant la protéine sont placés au-
dessus du bouchon et immergés dans de l'acide chlorhydrique 0.,01 N. La base
du bouchon de gel est placée dans le système de vases communicants reliés par
.un tube en silicone. Les. électrodes sont.reliées à une source de courant ré-
gulé. Un courant de 5 mA et de 50 à 100 V est établi pendant 24 à 48 ho Une
membrane de dialyse peut être interposée à la base de l'entonnoir. A la fin
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de l'électro-élution, on recueille la solution située dans le système de va-
ses communicants (2,5 ml environ).
Nous avons employé la technique d'hydrolyse de SPAKMAN
et al. (1958). Il s'agit d'une hydrolyse à 110° par HCl 5,7 N pendant 36 h en
tube scellé sous vide.
4 - Techniques d'extraction, de purification et de caracté-
risation de l'acide nucléique
a. - Ex.tJta.c.üoYl. de. II ADN
La suspension de virus purifié est dialysée contre du
tampon Tris 0,02 M, NaCl 0,1 M, EDTA 0,004 M à pH 8. Du sarkosyl à la concen-
tration finale de 0,5 M et de la protéase à 50 ~g/ml sont ajoutés à la suspen-
sion dialysée. Leur action est poursuivie 5 minutes à la température ambiante,
puis 15 minutes au bain-marie à 37°C. La déprotéinisation de la solution d'ADN
est effectuée par deux traitements au phénol à froid. L'ADN est dialysé contre
du tampon Tris 0,01 M, NaCl 0,1 M, EDTA 0,001 M, pH 8 (TEN).
La concentration de la solution d'ADN est mesurée par
sa densité optique à 260 nm.
b - GJr.a.cUe.n:t6 de. de.noUé e.n. pJtéAe.n.c.e. de. cU-loclwte. de. pJteplcüum
ou de. bJtomUJte. dl eth.icüum
Des gradients de chlorure de cesium sont préparés se-
lon la technique de GRAY et al. (1967). Une solution de chlorure de cesium de
densité 1,51 g/cm3 dans du tampon Tris 0,01 M, EDTA 0,001 M à pH 8 (tampon TE)
et contenant du DIP (di-iodure de propidium) ou du BET (bromure d'ethidium) à
la concentration finale de 500 ~g/ml, est placée dans deux tubes de rotor SW
50.1 Spinco. Dans l'un des deux tubes, on ajoute l'ADN du virus d'Oryctes
tandis que l'autre est chargé avec l'ADN du phage PMZ' Ces tubes sont centri-
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fugés simultanément à 40.000 rpm pendant 48 h à 20°C et photographiés en lu-
mière noire.
Le calcul du taux de superhélicité de l'ADN du virus
d'Oryates est effectué à partir des distances séparant les bandes des ADN du
phage PM2 et du virus d'Oryates.
Co - Ve.n6Ué. appcvr.e.n;te. de. l'AVN
Elle est déterminée par centrifugation en gradients
de chlorure de cesium non préformés.
Les ADN des phages 2 C et SP 50 ont été utilisés
comme marqueurs de référence. Des clichés sont pris après 24 h de centrifu-
gation à 40.000 rpm à 25°C et sont analysés au microdensimètre Joyce-Loebl.
La dénaturation de l'ADN est obtenue par action de
la soude 0,1 N suivie d'une neutralisation par le phosphate monopotassique.
Le pourcentage de guanine + cytosine (G + C) de l'ADN est déduit de la den-
sité par la formule de SCHILDKRAUT et al. (1962).
Nous avons.utilisé une ultracentrifugeuse analytique
Spinco type E pour estimer les coefficients de sédimentation des différentes
formes de l'ADN par la méthode de VINOGRAD et al. (1963) dans des cellules
Kel-F.
Les sédimentations alcalines sont effectuées dans du
chlorure de cesium 3 M dans du P04K 0,05 M, pH 12,5, à 20.000 rpm, puis à
35.000 rpm à 20°C.
Des clichés d'absorption en ultra-violet sont pris
toutes les 2 minutes puis analysés au microdensimètre Joyce-Loebl.
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e. - TempéJr.a.tuJr.e. de. oU6i.an
La fusion de l'ADN du virus d'O~yates est réalisée en
tampon SSC (NaC1 0,15 M, citrate de Na 0,05 M, pH 7). Le tracé de la courbe
d'absorption est établi grâce aux mesures effectuées sur un spectrophotomètre
Beckman Acta II.
Le pourcentage de G + C de l'ADN est déduit de la
température.moyenne par la formule de MARMUR et DOTY (1962). L'ADN du phage
T7 a été utilisé comme témoin.
6- Cowz.be)) de. ll.e.n.a:twuLt<.an
Les ADN des phages T 7 et SP 50 ont été utilisés
comme témoins. Ils sont fractionnés aux ultrasons. La taille des fragments
et leur homogénéité sont vérifiées par centrifugation analytique. La déter-
mination des coefficients de sédimentation a permis une estimation de leur
taille.
Les coefficients de sédimentation obtenus sont de
6,88 S pour l'ADN de T 7 et de 6,2 S pour celui du virus d'Oryates dans la
première expérimentation. Ils sont de 10,6 S pour l'ADN du phage SP 50 et
de 7,75 S pour ce1ui.d'O~ates dans la deuxième expérience.
Les mesures sont réalisées sur un spectrophotomètre
Beckman Acta II.
..
.. ..
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D - TECHNIQUES D'EVALUATION DE L'EVOLUTION DES DEGATS D'ORYCTES
RHINOCEROS L. AUX. COCOTIERS WALLISIENS APRES L'INTRODUCTION
DU VIRUS
Une techniqùe particulière d'estimation a été élabo-
rée. Elle est basée sur les données phéno1ogiques du cocotier fournies par
FREMOND et al. (1966) et exposées précédemment (chapitre l, D, 3).
L'échantillonnage porte sur:
1.821 cocotiers dans la zone d'action primaire du virus,
400 cocotiers sur un îlot où le virus n'avait pas été introduit,
254 cocotiers sur un îlot où l'introduction du virus est plus récente.
Les lots unitaires sont composés de 20 cocotiers
contigus, choisis au hasard dans les différentes localités.
L'échantillonnage est effectué en tenant compre des
rapports de surface entre les cocoteraies denses et non denses telles que
nous les avons définies au chapitre l, D, 3.
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LA MALADIE ET LA PATHOGENESE VIRALE
A - SYMPTOMES ET CONDITIONS D'APPARITION
1 - Symptômes de la maladie
Les symptômes typiques de l'affection virale ont été
décrits par RUGER (1966), ZELAZNY (1972), HUGER (1972, 1973) (cf. chapi-
tre III).
Rappelons que, quelques jours après l'infection, les
larves ne s'alimentent plus. L'abdomen devient vitreux, une diarrhée appa-
raît. Peu de temps avant la mort, les larves prennent un aspect cireux et
deviennent translucides devant une source lumineuse puissante. Ce signe peut
être attribué à l'absence de bol alimentaire dans l'intestin moyen et, dans
une moindre mesure, à la désorganisation du tissu adipeux.
Ces symptômes ne sont pas constants. La vacuité de
l'intestin et le caractère translucide ne s'observent que très rarement chez
les larves de 3ème stade âgées. Par contre, c'est uniquement chez celles-ci
que nous avons noté la présence des nodules blanchâtres dans la cavité géné-
rale. Leur tissu adipeux apparaît, à la dissection, parsemé de tels nodules,
de taille variable. L'incision de ceux-ci montre que leur centre est souvent
mélanisé. Nous avons fréquemment relevé la présence de plaques mélanisées
sur l'intestin moyen.
L'adulte infecté ne présente pas de symptômes exter-
nes visibles. Signalons, toutefois, qu'à l'île Maurice, M. MONTY nous a mon-
tré des exemplaires présentant des caractères tératologiques tels que le
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doublement du tarse à.une patte. Nous n'avons pas rencontré de telles mani-
festations à Wallis mais avons récolté quelques adultes ayant une partie d'un
élytre mal déployée. Ceci peut se rencontrer également dans des populations
saines. Il est néanmoins possible que ces accidents tératologiques soient
liés à une infection tardive du 3ème stade larvaire par le virus, bien que
l'existence d'une maladie non léthale de la nymphe, hypothèse avancée par
HUGER et MARCHALL, ait été niée par ZELAZNY (197~).
A la dissection, l'adulte infecté est caractérisé par
l'aspect de son intestin moyen et postérieur. Celui-ci, qui d'ordinaire est
très fin chez l'adulte sain, devient gonflé et empli d'un liquide blanchâtre.
Des réactions de mé1anisation de la paroi intestinale peuvent parfois appa-
raître.
2 - Spectre d'hôtes
Le virus semble avoir un spectre d'hôtes relativement
large. Cependant, les études encore très fragmentaires ne permettent pas une
appréciation globale des hôtes possibles.
La sensibilité d'O. nasiaornis L.,espèce européenne,
a été signalée dès 1966 par HUGER. Nos expériences confirment ce résultat.
Les symptômes de la maladie chez la larve d'O. nasiaornis L. sont identiques
à ceux présentés par la larve d'O. rhinoae~s L.
O. monoae~s paraît sensible au virus aux îles
Seychelles où une opération de lutte biologique a été tentée avec succès. La
présence de virus dans les noyaux des cellules intestinales a été vérifiée
par ZELAZNY (1974, communication personnelle). Il semble que l'O. monoaeros
africain ne soit pas sensible au virus (JULIA et MARIAU, 1976). Rappelons, à
ce propos, que l'espèce des Comores, anciennement connue sous le nom de Orya-
tes monoaeros, a été classée par PAULIAN (1959) comme une espèce différente.
Une comparaison des Oryates monoaeros des Seychelles et africains avec l'es-
pèce voisine comorienne serait souhaitable.
Le genre Saapanes, Dynastinae de Nouvelle-Guinée, est
sensible au virus (BEDFORD, 1973). Il en est de même du Melolonthidae :
- 73 -
MeZolontha melolontha L. (HUGER, communication personnelle). Nous avons pu.
en collaboration avec CROIZIER, vérifier cette sensibilité. Il semble. dans
ce cas, que l'on ait affaire à une sélection de mutant. En effet, lors du
premier passage du virus sur cette espèce, le pourcentage de larves infectées
a été relativement faible alors qu'il a atteint 100 % dès le deuxième passage.
Des essais réalisés en 1972 à MADAGASCAR nous ont per-
mis de noter une mortalité chez des larves d~O. boas et des larves d'Hoploahe-
lus sp. et Heteronyahus sp., deux Saarabaeidae ravageurs de la canne à sucre.
Toutefois, ces essais, qui n'ont pu être répétés avant notre départ, ne nous
permettent pas d'affirmer la sensibilité de ces espèces au virus d'Oryates,
en raison de liabsence de particules dans les noyaux des cellules intestina-
les des quelques larves étudiées.
Dans un travail récent, KELLY (1976) fait état de la
multiplication du virus d'Oryates dans une lignée cellulaire de moustique
(Aedes aLbopiatus) et une lignée de Lépidoptère (Spodoptera littoralis). Les
techniques utilisées et les différences observées dans la morphogénèse et la
morphologie du virus dans ces lignées nous incitent à considérer ces résul-
tats avec prudence. Les travaux de KELLY sont analysés au chapitre VI, C.
Les quelques données actuellement disponibles sur le
spectre d'hôtes du virus et notamment la sensibilité de certains MeLoLonthi-
dae, permettent de penser qu~il peut être pathogène pour de nombreuses espèces.
Bien qu g exceptionnelle (HURPIN, 1973), une telle éten-
due du spectre d'hôtes n'est pas unique parmi les Baculovirus. GERSHENSON
(1964) a transmis le virus de la polyédrose nucléaire de Bombyx mori à des
eapèces de Lépidoptères appartenant à 5 familles différentes et celui d'An-
therea pernyi à 6 familles. Toutefois, le phénomène de révélation de viroses
latentes peut limiter considérablement l'ampleur des résultats obtenus par
cet auteur, malgré les précautions qu'il avait prises.
3 - Sensibilité des différents stades
La sensibilité des différents stades a été appréciée
par l'étude des courbes de mortalité (Pl. IX, fig. 17) en fonction du temps,
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après infection pel' OB par contamination du milieu d 9élevage à 1 9 aide de
broyats, dans du tampon de purification de larves mortes de virose. A 25°C,
la sensibilité diminue en fonction du stade et de l'âge dans ce stade. Les
larves du premier stade sont tuées en 5 à 15 jours; La mortalité de 50 % de
la population intervient au 8ème jour. €è~les de 2ème' stade meurent au bout
de 8 à 20 jours avec 50 % de la mortalité au llème jour. La mortalité par
virose des larves de 3ème stade est observée en la à 30 jours suivant 1 9 âge
dans le stade.
Des études de sensibilité par la détermination de la
DL 50 à partir de suspensions purifiées de virus ont été menées dans le but
de mettre au point une technique de dosage biologique. Ces essais ont porté
sur des L 1, L 2 et L 3 jeunes infectées par injection. Les doses léthales
50 % trouvées n 9 étaient pas significativement différentes pour les 3 stades.
Toutefois, une tendance à l'augmentation de la DL 50 se manifestait du pre-
mier stade au troisième. LVinf1uence de la dose infestante sur la vitesse de
mortalité a été montrée. Cette expérimentation nia pu être réalisée quVune
seule fois. Des répétitions auraient été souhaitables.
Chez 1 vadu1te, des études de sensibilité ont été me-
nées dans le souci de mettre au point une technique de production de masse de
virus. Le résultat de ces études sera exposé dans le paragraphe concernant la
purification du virus (cf. chapitre VI, 1 et Pl. X, fig. 18-19).
4 - Influence de la température
Des essais d Vé1evage de larves de 3ème stade à diffé-
rentes températures ont été effectués dans le but de déterminer les condi-
tions optimales de la multiplication du germe. Des lots de larves de même âge
dans le stade, infectées pel' 08 avec la même suspension viru1ente,ont été
placés à 15°C, 18°C, 25°C et 38°C. Les mortalités ont été notées tous les
jours, les larves mortes récoltées puis congelées. Nous avons ensuite tenté
d'extraire du virus à partir de l'intestin moyen de lots de cadavres corres-
pondant aux différentes températures.
L'étude de la vitesse de la mortalité montre que
celle-ci est fortement liée à la température (Pl e IX, fig. 16). La plus grande
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vitesse est obtenue à 25°C, température moyenne de Wallis. Aux températures plus
basses, la vitesse est considérablement réduite. A 13°C, nous avons conservé
une larve infectée pendant 344 jours.
La quantité de virus extraite des broyats est elle-
même une fonction étroite de la température. Elle augmente avec celle-ci jus-
qu'à atteindre un maximum à 25°C, puis décrott pour les températures plus
élevées. Il existe une discordance dans l'échelle des températures entre le
délai dVapparition de la mortalité et la quantité de virus synthétisée. A
38@C, pour les larves de 3ème stade âgées, la mortalité apparaît aussi rapi-
dement quVà 25°C, tandis que la quantité de virus produite est plus faible.
D'autre part, c'est à 38°C que les réactions de défense de l'hôte à la mala-
die se manifestent le plus visiblement chez ces mêmes larves.
L'explication de cette discordance entre la produc-
tion virale et la mortalité doit probablement être recherchée au niveau de
la synthèse des virions •
.5 - Discussion
Les symptômes externes décrits par HUGER et ZELAZNY
et ceux que nous avons observés sont voisins de ceux provoqués par un jeûne
prolongé. Les phénomènes de mélanisation notés sur les intestins des larves
et des adultes traduisent la gravité des atteintes intestinales.
L'étendue relativement large du spectre dVhôtes ou-
vre, peut-être, des possibilités de lutte biologique contre des ravageurs
dont le contrôle n'a pas été réalisé jusqu'ici de façon satisfaisante. L'ébr
de de la sensibilité des Scarabaeidae, sensu Zato, des cultures vivrières et
industrielles des zones inter-tropicales et tempérées permettrait d'évaluer,
en fonction de leur cycle, les chances de réussite d'opérations de lutte bio-
logique.
Les résultats obtenus sur la sensibilité des diffé-
rents stades d'O. rhinoceros L. à l'infection virale,par la méthode de la
DL 50,paraissent sensiblement différents de ceux observés dans des études
concernant les Baculovirus de Lépidoptères. La plupart des essais font état
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d'une plus grande sensibilité des jeunes stades pouvant atteindre parfois un
facteur 105 ou plus (TANADA, 1956 ; STAIRS, 1965 ; HUNTER et HALL, 1968 ;
ALLEN et IGNOFFO, 1969).
Dans nos expérimentations de dosage vira~ à partir de
suspensions purifiées, nous avons .observé une variabilité du temps de morta-
lité 50 % en fonction notamment de la concentration de l'inoculum.
Ces premiers résultats nous ont conduits à rechercher
une technique de dosage biologique du virus basée sur la mesure de la DL 50.
L'utilisation du temps de mortalité 50 %nous a en effet paru trop peu pré-
cise en raison de nombreux autres facteurs dont il dépend (température, stade
et âge dans le stade). En outre, cette valeur niest pas reliée, en général~
de façon simple à la dose de produit actif (LAZAR, 1974).
Les résultats présentés ci-dessus, concernant la sensi-
bilit~ des différents stades larvaires dVOpYotes rhinooe~s L. au virus,con-
firment les observations de ZELAZNY (1972). Cet auteur avait trouvé des DL 50
moyennes presque identiques pour les 3 stades. Ainsi que nous l'avons déjà
dit, il note la variabilité d'un test à l'autre dans les deux types d'expé-
rimentation, due problablement aux variations de la teneur en virus des
broyats infectants.
Le manque de répétition dans notre expérimentation ne
nous permet pas d'être affirmatif quant à l'absence de différence de sensibi-
lité entre les dive~sstades. Toutefois, nous pensons que, si une différence
importante existait, elle serait apparue dans l'ensemble des expérimentations
menées par ZELAZNY et nous-mêmes.
Les études sur la rapidité de la mortalité et la pro-
duction de virus en fonction de la température ont montré une discordance en-
tre la production de virus et la mortalité aux températures élevées. L'examen
de coupes d'intestin moyen en microscopie optique ne nous a pas permis d'ap-
porterdes éléments susceptibles d'expliquer ce phénomène. Il est en effet dif-
ficile d'établir un pourcentage de cellules infectées par cette technique,
compte tenu de l'asynchronisme des infections cellulaires in vivo et de la
difficulté du diagnostic au niveau d'une cellule en microscopie photonique.
Il nous a paru toutefois que les noyaux infectés des cellules intestinales
- 77 -
des larves élevées à 38°C,observés en coupe au microscope électronique,pré-
sentaient une plus forte proportion de précurseurs dWenveloppe par rapport
aux virions matures. Ceci n'est cependant qu'une impression générale diffi-
cile à chiffrer en travaillant in vivo. Il serait intéressant de reprendre
lVétude de ce phénomène sur des systèmes plus cohérents tels que cellules
synchrones de lignées cellulaires. Il se pourrait, en effet, que la tempéra-
ture influe préférentiellement sur certaines étapes de la synthèse virale,
L'étude de ces effets permettrait alors une meilleure connaissance de la mor-
phogénèse.
Le maintien en survie de larves virosées à basses
températures augure favorablement de la persistance du virus dans des popu-
lations de ravageurs sensibles, en zones froide ou tempérée,
o
o 0
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B - PATHOGENESE
Nous avons poursuivi les études de pathogénèse com-
mencées par HUGER et résumées au chapitre III. Dans un article plus récent
(HUGER, 1972, 1973), paru simultanément avec un bref travail sur ce sujet
(MONSARRAT et al., 1973 a), HUGER signale lui-aussi la maladie intestinale
de la larve et de l'adulte. Ces deux faits avaient été consignés dans les
rapports internes de 1972 du projet FAO/CPS. Nous n'avons eu connaissance de
ces rapports que fin 1973, après publication de notre travail.
1 - Pathogénèse tissulaire
La maladie, chez la larve, est avant tout une affec-
tion intestinale. Ce n'est que dans la dernière phase que se produit une gé-
néralisation de la maladie aux autres tissus de IYhôte.
La paroi de l'intestin moyen paraît épaissie. Les li-
gnées de cellules de régénération semblent être le siège d'une multiplication
active. Des infiltrations de cellules sanguines sont notées dans la paroi in-
testinale. La lumière intestinale est plus ou moins emplie de débris cellu-
laires. De nombreux groupes de cellules atteintes dans le tissu adipeux sont
centrés autour d'une trachéole et les premières cellules infectées sur les
coupes, en microscopie électronique, sont fréquemment les cellules péritra-
chéennes. De plus, nous avons pu observer la présence de particules libres
dans la lumière des trachées (Pl. XI, fig. 20-21).
Outre l'intestin, le tissu adipeux et le système res-
piratoire, d'autres tissus sont atteints par le virus dans cette phase de gé-
néralisation: ce sont les cellules sanguines, l'hypoderme et, à un degré
moindre, le muscle. Les effets pathogènes sur les gonades seront présentés
au paragraphe C. Les modifications tissulaires et cytoplasmiques attribuables
à des réactions de l'hôte seront traitées au paragraphe D.
Chez l'adulte, la maladie suit un développement simi-
laire, mais avec une évolution vers la mort beaucoup plus lente que chez la
larve (cf. chapitre VI, A, et Pl. X, fig. 18-19).
•
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L'infection intestinale se traduit par une multipli-
cation très active des lignées de régénération qui sera décrite dans le para-
graphe concernant les réactions de l'hôte (Pl. XXXV, fig. 70-71).
L'aspect des cellules adipeuses est souvent assez dif-
férent de celui des cellules saines. En début d'infection, elles présentent
des caractères juvéniles qui se traduisent par la faible importance relative
du cytoplasme et la rareté des inclusions de réserve.
2 - Pathogénèse intracellulaire
Nous ne traiterons ici que des modifications cytolo-
giques ne faisant pas directement partie de la morphogénèse virale.
La première manifestation de l~infection virale est
une hypertrophie nucléaire. Très rapidement, la chromatine se condense en
amas qui sont repoussés à la périphérie du noyau (Pl. XII, fig. 22). Dans la
zone centrale de celui-ci apparaît une zone claire aux électrons où sont re-
marqués les premiers éléments figurés de la morphogénèse virale. Assez rapi-
dement, la membrane nucléaire subit d'importantes modifications, variables
suivant les cellules. Dans ~e nombreux cas, on assiste à un épaississement
des feuillets se produisant simultanément avec une désorganisation totale
(Pl. XIII, fig. 23). Nous avons parfois noté un épaississement de la membrane
nucléaire dû à une infiltration de matériel amorphe, dense aux électrons,
entre les deux feuillets. Ceux-ci conservent alors leur structure. Le main-
tien de celle-ci au niveau des nuc1éopores donne à la membrane un aspect en
chapelet (Pl. XIV, fig. 24). Des décollements des deux feuillets, avec pré-
sence entre eux de matériel viral, ont été observés. Ce phénomène sera décrit
dans le paragraphe sur lA. morphogénèse virale.
3 - Pathogénèse sur cultures cellulaires
L~hypertrophie nucléaire est le premier signe de
l'infection des cellules. La chromatine a tendance à s'agréger en amas et à
se condenser le long de la membrane nucléaire, le centre du noyau restant
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clair. La délamination des feuillets apparaît ensuite. Des particules virales
sont fréquemment observées dans l'espace entre les deux feu11lets (Pl. XV,
fig. 26).
On note, dans le cytoplasme, un gonflement des mito-
chondries et une augmentation du nombre des ribosomes. Des vacuoles contenant
des particules virales ou du matériel membranaire y sont ensuite observées.
A 2S@C, l'hypertrophie nucléaire apparaît dès le 3ème
jour après l'infection. Dès le 4ème et le Sème jour, l'examen du cytoplasme,
au microscope en contraste de phase, permet de déceler une intense vacuolisa-
tion. L'origine de ces vacuoles semble liée à un phénomène de "release" du
virus qui sera décrit lors de l'étude sur la morphogénèse virale.
4 - Discussion
Chez la larve, comme chez l'adulte. la maladie virale
/
est d'abo~d une maladie intestinale se généralisant par la suite à de nom-
breux tissus de l'hôte. Ce processus est voisin de celui de l'évolution des
viroses à polyèdres et à granules des Lépidoptères où IVexistence d'un pre-
mier cycle de multiplication du virus dans l'intestin moyen a été montrée
(cf. chapitre II).
La généralisation de IVaffection semble se faire en
partie par la voie du système trachéen. Ce rôle dans la dissémination de la
maladie est relativement peu rapporté dans les maladies à Baculovirus. HARRAP
et ROBERTSON (]968) avaient émis l'hypothèse d'une telle voie de dissémina-
tion à partir de l'intestin moyen. INJAC (]973) fait des observations simi-
laires aux nôtres dans l'évolution de la polyédrose nucléaire diHyphant~ia
aunae.
La maladie de l'adulte est très rarement signalée
dans les affections à Baculovirus. Toutefois, la maladie du Coléoptère Gy~­
nus natato~ (GOU~TON, ]972) n'a été décrite que chez l'imago.
Dans la virose du Coléoptère O. ~hinoae~o8, nous
avons constaté des lésions des cellules musculaires. De telles lésions n'ont
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jamais été observées auparavant, à notre connaissance, dans des maladies à
Baculovirus. Nous avons noté une attaque de ce même tissu uniquement dans
une affection à Réovirus de polyédrose cytoplasmique chez l'adulte d'un Lé-
pidoptère malgache (MDNSARRAT et al., 1978).
Les modifications cellulaires accompagnant l'infec-
tion, telles que : hypertrophie nucléaire, margination de la chromatine et
modifications cytoplasmiques ont été fréquemment observées dans les maladies
à Baculovirus (revue bibliographique de STEINHAUS, 1963, et de SMITH, 1967)0
Les éléments propres à la pathogénèse du virus d'O. phinoaepoB L. tiennent
peut-être aux modifications de la membrane nucléaire et à l'absence de con-
centration de substance Feulgen positive au centre du noyau 0
En conclusion, la pathogénèse de ce virus présente
de nombreux caractères communs avec celle des Baculovirus, tant aux points de
vue tissulaire que cellulaire. Toutefois, certains aspects tels que les at-
teintes des tissus musculaires, des gonades et les modifications de la mem-
brane nucléaire semblent particuliers à ce virus.
o
o 0
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C - TRANSMISSION VERTICALE DU VIRUS
L'observation à Wallis d'un faible taux d'éclosion
d'oeufs présentant des taches mélanisées dans 4 des 30 pontes récoltées, ainsi
que d'une mortalité très précoce chez les jeunes larves issues de ces pontes,
nous a conduits à penser qu'une transmission directe du virus à la descen-
dance pouvait être envisagée. La confirmation de llétiologie vir,ale de cette
mortalité a été obtenue lors de l vexamen,. en microscopie électronique, de
coupes d'intestin de jeunes larves fixées à Wallis. L'état avancé de l'in-
fection nous a incités à rechercher le virus dans les voies génitales des
adultes très infectés.
1 - Tractus génital mâle
La présence de virions a été mise en évidence dans
les noyaux et les cytoplasmes des cellules de différentes parties de l'appa-
reil génital mâle.
4 - Ugnée ~oma:ti.que
Nous avons observé des virions dans le cytoplasme des
cellules péri trachéennes ..et nourricières des cystes'o' Très fréquemment, les
noyaux de ces cellules montrent .des .signes .. d'infection et renferment de nom-
breuses particules virales matur.es·, eu' en formation 0
Une forte.infectionviralea été constatée dans les
cellules des glandes annexes. (Plo XVI, fig. 28). L'existence de virions li-
bres a été reconnue dans la lumière de ces glandes 0 Bien que plus rarement,
nous avons observé des particules virales dans la lumière du canal éjacula-
teur (Pl. XVI, fig. 27).
b - Ugnée geJrmi.n.ai.e
La lignée germinale est, elle aussi, atteinte par
l'infection virale. La présence de virions est fréquemment notée dans le
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cytoplasme de spermatides à différents stades de maturation (Pl. XVII, fig.
29-30). Les virions sont observés soit seuls ou en groupes inclus dans des
vacuoles, soit libres dans le cytoplasme. Les noyaux des spermatides eux-
mêmes présentent des signes caractéristiques d'infection avec hypertrophie
nucléaire et présence de nombreuses particules virales matures ou en forma-
tion (Pl. XVIII, fig. 31, et Pl. XIX, fig. 32). Bien qu'elles soient obser-
vées à tous les stades de l'évolution des spermatides, il ne nous,a toute-
fois pas été possible de mettre en évidence la présence de particules virales
dans les spermatozoides. L'opacité aux électrons de leur noyau a rendu cette
recherche difficile. L'utilisation de techniques spéciales de fixation, dé-
rivées de de COURTENS et LOIR (1975 a et b), éliminant les protéines basiques
de faible poids moléculaire très osmiophiles, aurait peut-être facilité rexa-
men du noyau de ces cellules.
Chez certains adultes où une infection des testicules
était très prononcée, nous avons noté l'apparition de phénomènes de mélanisa-
tion au niveau de l'extrémité du cyste proche du canal spermatique (Plo XIX,
fig. 33). L'influence de telles réactions sur l'émission de spermatozoïdes
n'est pas connue.
2 - Tractus génital femelle
La présence de virions a été reconnue dans le cyto-
pl.asme de cellules folliculaires dont 'le noyal,l était fréquennne,nt infecté. Ils
étaient en général inclus dans des structures vacuolaires donc les membranes
,
présentaient parfois des zones mélanisées (Pl. XX, fig. 34, et Pl. XXI, fig.
35-36) .
L'existence de virions dans les anfractuosités des
chorions en format,ion a pu être décelée (Pl. XXII, fig. 37-38),
Des particules virales ont été observées dans les
noyaux des cellules de la paroi de la spermathèque et dans le contenu de
celle-ci. Fa~t important, le tractus génital des femelles infectées présen~
tait souvent des signes de désorganisation accusés. Des zones de mélanisa-
tion plus ou moins intense étaient notées jusque sur les ovocytes chorionnés.
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Des fragments d'ovaires de deux femelles~ fixés à
Wallis, ont servi à cette étude ainsi que du matériel provenant d'adultes in-
fec-tées expérimentalement peu après la nymphose. La majorité de ces derniè-
res présentaient, trois semaines après l'infection t une atrophie totale des
ovaires. Bien que ce phénomène semble lié au développement de la maladie~
nous n'excluons pas, dans ce caSt la possibilité d'une dégénérescence de la
souche d'O. rhinoaeros L. en'élevage. Il paraît peu probable, d~autre part.
que l'atrophie ovarienne, provoquée par l'infection virale, se produise fré-
quemment dans la nature la phase de vie de lVadulte correspondant à la ma-
turation des ovaires et à l'infection expérimentale est une période que le
jeune imago passe normalement dans la loge nymphale, Les risques de contami-
nation sont alors réduits.
Nous avons réalisé des études sur les ovocytes cho-
rionnés prélevés par dissection de femelles infectées. Après désinfection de
l'ovocyte au liquide de White pendant 1 heure et rinçage dans de l'eau dis-
tillée, le chorion a été incisé dans du tampon phosphate M/IOO, pH 8,5, addi-
tionné de 12 % de saccharose, L'examen de la suspension en microscopie élec-
tronique a permis d'y déceler de nombreuses particules virales.
Il nous a paru intéressant d'essayer de savoir si les
particules t observées parfois en très grande quantité t provenaient du chorion
ou étaient présentes dans le vitellus, Pour cela, nous avons fixé et prélevé
des fragments de chorion. L'examen de coupes, en microscopie électronique, a
permis de mettre en évidence la présence de nombreuses particules virales
dans les anfractuosités du chorion, L'examen de coupes de vitellus d'ovocytes
chorionnés, fixés au formol salé (selon la technique décrite au chapitre IV),
a montré la présence de particules ayant la taille et la morphologie des vi-
rions (Pl. XXII, fig. 39).
3 - Discussion
La difficulté de pénétration du fixateur à travers le
chorion ne nous a pas permis d'obtenir de très bonnes images de virions dans
le vitellus. Cependant, l'observation de quantités importantes de virions
dans les suspensions du vitellus, l'infection des cellules folliculaires et
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ces images nous permettent de conclure à l'existence très probable de parti-
cules virales intravitellines.
La présence de virions à tous les niveaux des appa-
reils génitaux mâles et femelles confirme la possibilité de transmission du
virus des parents à la descendance. Deux possibilités peuvent être envisa-
gées :
- une transmission transovarienne,
une transmission par le sperme.
Signalons aussi une contamination probable de la fe-
melle par le mâle lors de l'accouplement.
En raison de l'émission de grandes quantités de virus
dans les déjections des adultes infectés, l'expérimentation directe de la
transmission est très difficile et son interprétation délicate.
L'importance épidémiologique de l'infection des voies
génitales et de la transmission verticale du virus est donc difficile a ap-
précier. Certaines données provenant de travaux de ZELAZNY, réalisés aux
Samoas, sont toutefois disponibles :
Dans un travail de 1973, ZELAZNY (1973) constate, au
laboratoire, un arrêt de la ponte chez les femelles infectées, après une se-
maine d'infection. Ce temps nous paraît insuffisant pour que l'agent patho-
gène t{averse la barrière intestinale et se développe dans les ovaires. L'ar-
rêt de la ponte, constaté par cet auteur, serait plutôt une conséquence géné-
rale de l'infection dans les conditions du laboratoire, en contradiction avec
l'observation de l'infection généralisée de larves néonates que nous avons
constatée à Wallis. On est tenté, dans ce cas, d'attribuer aux conditions
d'élevage en laboratoire, l'arrêt de la ponte des femelles infectées. Ceci
semble confirmé par de récents travaux du même auteur (1976) bien qu'il nie
l'existence d'une transmission verticale.
Dans une première expérience, il essaye de montrer
la transmission de la maladie par les particules virales incluses dans le
chorion. Pour ceci, il immerge des oeufs nouvellement pondus dans des suspen-
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sions à 1 % et la % de broyats de larves mortes dans de lV eau du robinet. Il
n'obtient aucune mortalité virale chez les jeunes larves issues de ces oeufs.
Outre les réserves que nous formulons sur la conservation de la virulence de
telles suspensions. parfois entreposées pendant un mois avant utilisation, il
nous paraît hasardeux de tirer des conclusions du résultat négatif dVune telle
expérimentation. Nous avons. en effet. constaté la présence de particules vi-
rales dans les couches profondes du chorion. préalablement incluses lors de
la formation de cette enveloppe de l'oeuf. La pénétration, par simple immer-
sion. des virions dans le chorion durci d'oeufs pondus. par ailleurs peu
moui1lables. ne saurait être aussi profonde. La résistance. vis-à-vis des
agents extérieurs, des particules virales incluses dans les couches profondes
du chorion ne saurait être comparée à celle des particules souillant sa sur-
face externe.
Lors d'une deuxième expérience. ZELAZNY observe les
taux d'éclosion de lots d'oeufs provenant de femelles infectées au laboratoi-
re et dans la nature. L'auteur trouve un taux d'éclosion normal. Il ne détec-
te pas la présence de virus dans les oeufs non éclos ou désinfectés en procé-
dant à des essais d'infection per os de larves après brbyage dans de l'eau
~: :
distillée du matériel suspect. Il constate cependant la mort par virose de
3 larves issues d'une femelle infectée naturellement. L'expérience portait
sur 270 oeufs provenant d'un lot de 40 femelles infectées au laboratoire et
de femelles récoltées sur le terrain. Le nombre de celles-ci n'est pas pré-
cisé. ni le délai entre la date d'infection des premières et la ponte. fac-
teur très important pour une atteinte des ovaires par l'agent pathogène. Nous
avons déjà signalé l'arrêt de la ponte au laboratoire rapporté par cet auteur
chez les femelles après une semaine d'infection. Il nous paraît normal que,
dans ces conditions. le résultat de l'expérience sur les oeufs provenant de
femelles infectées au laboratoire ait été négatif. La seule voie de contami-
nation possible aurait pu être une souillure des oeufs au moment de la ponte
par les déjections de la femelle. ce qui semble improbable si l'on accorde
une valeur aux résultats de la première expérience.
Dans une troisième expérimentation. ZELAZNY observe
l'évolution d'oeufs prélevés dans la nature dans des troncs de palmiers. Sur
100 troncs examinés contenant des oeufs. il en trouve 13 renfermant une fe-
melle infectée. 33 une femelle saine et 54 sans femelles. Au bout de 5 semai-
nes. il constate la présence de larves mortes de virus et de larves malades
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dans un des troncs ayant abrité une femelle infectée, Rappelons qu'au cours
d'enquêtes épidémio1ogiques, seulement 7,3 % des gîtes larvaires ont été
trouvés contaminés par le virus à la suite de prélèvements ponctuels dans
les gîtes (ZELAZNY, 1973).
Les expériences menées par ZELAZNY ne nous paraissent
pas de nature à permettre des conclusions sur la non-existence de la trans-
mission verticale du virus et a fortiori sur son importance. L'infection de
larves provenant d'oeufs pondus par des femelles infectées semb1e~ au con-
traire, en accord avec les observations que nous avons réalisées à Wallis.
Nous pensons donc que l'infection des gonades se traduit en termes d'épidé-
miologie et de dynamique de population d'O. rhinoaeros L. par différentes
actions :
une baisse de la fécondité,
- une baisse de la fertilité dès oeufs 9
un rôle réservoir possible des oeufs dans le cycle du virus~ puisque la
conservation du pouvoir pathogène semble plus longue dans l'oeuf que dans
le milieu d'alimentation des larves.
L'importance respective de ces différents points
d'impact demanderait à être estimée par des expérimentations plus précises
que celles qui ont été réalisées jusqu'ici,
Dans le domaine de la virologie des invertébrés~ les
observations de transmission d'un virus de l'adulte à la descendance sont ra-
res. L'exemple le plus connu est celui du virus sigma de la drosophi1e~ res-
ponsable de la sensibilité au C02t dont la transmission est génétique, Chez
le mâle, TENINGES (1968) n'a montré la présence de particules virales que
dans la lignée germinale et, plus précisément~ dans les spermatides jeunes et
non dans les spermatozoïdes. Il semble cependant que le virus sigma soit
transmis à la descendance par ces derniers et non par le liquide séminal
(L'HERITIER, 1948). Chez la femelle de drosophi1e~ BERKALOFF et al, (1965)
ont mis en évidence l'existence de particules du virus sigma dans les espaces
situés entre les cellules folliculaires. Dans un travail plus récent,
SCHRANKEL et SCHWALM (1975) signalent la présence de particules virales para-
sphériques de 43 nm dans les cytoplasmes et les noyaux des spermatides du
Diptère Coelopa jrigida. Enfin, DEVAUCHELLE (1977) vient de rapporter 1 i in-
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fection des spermatides du ver marin Nerei~versiaolorpar un Iridoviruso
Comme dans le cas du virus sigma, ces cellules semblent être les seules à
renfermer des particules virales.
La localisation du virus sigma dans les tractus gé-
nitaux mâles et femelles de la drosophile est très comparable à ce que nous
avons observé chez O. rhinoaeros Lo Dans ce dernier cast cependant, la lignée
somatique mâle est elle aussi atteinte par le virus~ ce qui permet d'envisa-
ger une transmission par le liquide séminal.
La transmission verticale du virus diOryates rhinoae-
ros L. semble donc pouvoir s'effectuer selon des modalités plus complexes que
celles du virus sigma de la drosophile, De plus~ elle n'est pas le seul mode
de dispersion du virus.
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D - REACTIONS DE L'HOTE A LiINFECTION VIRALE
L'étude des réactions de lVhôte à lVagression virale
a été entreprise dans le but de préciser leur importance dans la pathogénèse
et leur impact possible sur la sensibilité au virus des différents stades de
liinsecte.
Les réactions de liinsecte à liagression d'un agent
pathogène ou à lVintroduction dans lVhémocoele dVun corps étranger prennent
différentes formes. Elles peuvent se traduire par des réactions au niveau
cellulaire, comme la phagocytose, au niveau multicellulaire~ comme lVencap-
sulation, la formation de nodules ou les proliférations cellulaires, ou bien
de type humoral et se manifester par des dépôts de nature et dVorigine encore
mal définies, ou l'apparition d'une immunité transitoire (ODIER et VAGO~ 197~o
1 - La phagocytose
LVenglobement, dans des vacuoles cytoplasmiques~ de
matériel de petite taille, étranger à l'hôte, est généralement la réaction la
plus précoce. Elle est surtout le fait des cellules sanguines. Parmi celles-
ci, les plasmocytes semblent jouér un rôle principal. Toutefois~ les jeunes
hémocytes à granules, les adipohémocytes et les podocytes seraient également
capables de phagocytose (SALT, 1970). DEVAUCHELLE (1972) complète cette liste
en attribuant la même propriété aux granulocytes, hémocytes à sphérules, coa-
gulocytes et peut-être, en ce qui concerne les virus, aux oenocytoides.
Malgré de nombreux travaux, la présence diopsonines~
comme chez les vertébrés, ou de substances sensibilisatrices, nia pu être mise
en évidence. Cependant, la découverte de lVattraction épicytaire par VAGO et
VASILIEVIC (1956) a montré lVexistence d'un tropisme des bactéries vers les
hémocytes.
La valeur de la phagocytose en tant que mécanisme de
défense antivirale est discutable. Certaines observations semblent permettre
de lui conférer un rôle protecteur efficace. Ainsi, WITTIG (1968) signale la
persistance, dans le cytoplasme, de phagocytes d'insectes adultes, de virus
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injecté au stade larvaire. Par ailleurs, on a attribué à la phagocytose l'ex-
plication de la plus grande sensibilité du premier stade des chenilles de Lé-
pidoptère aux Baculovirus, en se basant sur le nombre relativement plus fai-
ble de cellules sanguines qu'il présente. Par blocage de la phagocytose à
l'aide d'injection préalable diencre de chine, STAIR (1964) semble augmenter
la sensibilité de chenilles à lVinfection par virus libre de polyédrose nu-
cléaire. Toutefois, les différences obtenues par cet auteur dans les DL 50
sont relativement peu importantes.
Inversement, de nombreux auteurs ont noté la multi-
plication de virus de groupes différents dans les cellules sanguines d'insec-
tes. C'est notamment le cas de presque tous les virus de polyédroses nuclé-
aires de Lépidoptères (STEINHAUS, 1963), des Poxvirus (DEVAUCHELLE et al.,
1971), Dans ces cas, la phagocytose pourrait avoir un rôle favorisant la dis-
persion de la maladie dans l'organisme de l'hôte.
Chez la larve diO. phinoaepos L" infectée pep os par
le baculovirus, l'examen en microscopie électronique de coupes de cellules
sanguines nous a permis de mettre en évidence la sensibilité des hémocytes à
l'infection. Les noyaux de ces cellules étaient hypertrophiés. Dans leur nu-
cléoplasme, des virions et des enveloppes virales à différents stades de leur
morphogénèse ont été observés (Plo XXIII, fig. 40). En outre, l'existence de
particules virales a été notée dans le cytoplasme de nombreuses cellules,
Elles se présentent sous deux modalités différentes. Dans certains cas, il
s'agit de particules isolées qui ne paraissent pas être incluses dans des va-
cuoles (Pl. XXIV, fig. 43-44). Dans d'autres cas, ces virions étaient conte-
nus dans des vacuoles, soit isolés, soit à plusieurs,et parfois associés à
des structures membranaires semblables à celles observées dans le nucléoplas-
me lors de la morphogénèse virale (Pl. XXIV, fig. 45). Des dépôts mélaniques
ont fréquemment été observés dans ces vacuoles (Plo XXV, fig. 46)0 De telles
vacuoles, renfermant des virions, ont été vues dans des cellules sanguines à
noyaux apparemment indemnes (Pl. XXV, fig. 46, et Pl. XXVI, fig. 47), ainsi
que dans des hémocytes dont le noyau était le siège d'une multiplication vi-
rale (Pl. XXVI, fig. 48). Ce fait semble montrer l'existence du phénomène de
phagocytose du virus,
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2 - Réactions multicellulaires et humorales
Plusieurs types de réaction de l'hôte font appel à des
mécanismes multicellulaires. Ce sont les réactions dites de formation de no-
dules décrites par HOLLANDE (1930) et dUencapsulation (MAUPAS, 1899), parfois
compliquées par la formation de dépôts de nature mal définie dans laquelle
les cellules sanguines pourraient jouer un rôle.
Nous nUavons pas observé, chez O. phinoaepoB L., la
formation de nodules syncitiaux de cellules sanguines tels que les a définis
HOLLANDE.
Le phénomène d'encapsulation consiste en l'isolement
d'un corps étranger, généralement de grande taille, par accumulation en cou-
ches concentriques de cellules sanguines donnant naissance à des formations
particulières décrites sous le nom de capsules, knotchen, kystes, granulomes
(SPEARE, 1920 TOUMANOFF, 1925 ; GLASER, 1926 ; METALNIKOV, 1920 ; HOLLANDE
et GELY, 1929 PAILLOT, 1933). De nombreux auteurs modernes ont étudié et
décrit in vivo (MATZ, 1965 ; GRIMSTONE et al., 1967 ; POINAR et al., 1968
SALT, 1963 ; VEY, 1971) et in vitpo (VEY et al., 1968) la structure et la
morphogénèse des granulomes. Les cellules sanguines participant à la réac-
tion subissent un aplatissement qui aboutit à l'élaboration de couches con-
centriques composées de cellules étroitement unies entre elles. Les différen-
tes couches concentriques sont elles-mêmes très serrées. Ce mode de réaction
est généralement dirigé contre des corps étrangers de grande taille tels que
les parasites antomophages ou, à la limite, contre des champignons entomo-
phages (VEY, 1971), ou des protozoaires (HARRY et FINLAYSON, 1975). Ce pro-
cessus est parfois compliqué d'une réaction "humorale" dont l'existence avait
été admise dès 1918 par GLASER (1918 b).
BESS (1939) signale le dépôt d'un matériel brun,
amorphe, sur des oeufs de parasites de cochenille. SCHNEIDER (1950) décrit le
phénomène et attribue un rôle direct et prépondérant dans son déroulement aux
cellules sanguines. De très nombreuy travaux ultérieurs, portant sur des "er-
reurs" de parasitisme, font état de l'existence de tels déopôts (SCHLEGEL-
OPRECHT, 1953 ; WALKER, 1959 ; GRIFFITH, 1961 ; POINAR et al., 1968). Il sem-
ble que ces dépôts soient constitués de mélanine (POINAR et al., 1968 ; GOTZ,
1969; VEY, 1971).
- 92 -
Plus récemment, quelques observations chez des Diptè-
res,d
'
inc1usion de filaires ou de champignons dans un matériau similaire, ont
été rapportées sans formation de granulomes ou même d'une accumulation de
cellules sanguines (KARTMAN, 1956 ; BRONSKILL, 1962 ESSINGER, 1962 BURTON,
..
1963 ; MAC DONALD, 1963 ; DESOWITZ et CRELLAPAH, 1963 ; GOTZ et VEY, 1974).
Ces derniers auteurs attribuent un rôle de protection important à ce processus 0
Lors de la description des symptômes de la maladie à
virus d'O. rhinoceros L., nous avons signalé, après RUGER (1966), 1 l appari-
tion tardive de lnodu1es" blanchâtres dans la cavité générale des larves de
3ème stade âgées.
L'étude en microscopie photonique de coupes histolo-
giques de tissus de ces larves a mis en évidence une grande variété dans les
structures de ces lnodu1es". Leurs "parois" externes sont formées d'un maté-
riel dense dans lequel sont accumulées les cellules sanguines, fréquemment
accompagnées d Vé1éments fibrillaires (Pl. XXVII, fig. 49-50-51-52).
Les proportions d'hémocytes et de matériel cellulaire
sont très variables d'un granulome à 1 1 autre (Pl. XXVII, fig. 49-50-51-52).
Le contenu du granulome est lui-même très divers. Il
peut s'agir d'un amas de quelques cellules, parfois mé1anisées, prises dans
un tissu assez lâche de fibrilles, de cellules sanguines et de débris (Pl.
XXVIII, fig. 55). Dans d'autres cas, le granulome englobe une portion de
~ssu. Dans le tissu adipeux, la paroi de la formation adhère aux membranes
du lobe adipeux qui sont fortement épaissies ainsi que celles des cellules
qui le composent (P1n XXVII, fig. 49-50, et Pl. XXVIII, fig. 53-54). Le tissu
inclus est parfois le siège d'une très forte infiltration de cellules san-
guines (Pl. XXVII, fig. 51, et Pl. XXVIII, fig 53~ et Pl. XXIX, fig. 57-5B).
Les cellules incluses semblent avoir subi des modifications profondes : leur
cytoplasme devient plus dense (Pl. XXVIII, fig. 54). Le tissu situé au centre
du granulome peut être mé1anisé (Pl. XXVIII, fig. 55). Les cellules sanguines
qu ' i1 contient acquierrent fréquemment un aspect caractéristique de bagues à
chaton (Pl. XXVIII, fig. 56).
L'observation de coupes de granulomes en microscopie
électronique montre que ceux-ci ont une structure complexe. De 1 1 extérieur
- 93 -
vers le centre, on rencontre
- une couche assez épaisse de matériel dont la compacité augmente progres-
sivement et contenant quelques faisceaux de fibrilles. Dans ce matériel
sont incluses des cellules sanguines. Leur cytoplasme, imprégné d'une
substance opaque aux électrons, a subi de profondes modifications. La
membrane cellulaire a le plus sduvent disparu (Pl. XXX, fig. 60) ;
- à la suite de cette couche, on trouve une zone de fibres et de fibrilles
denses. La séparation avec la zone précédente est en général très fran-
che (Pl. XXX, fig. 61, et Pl. XXXI, fig. 62). Quelques cellules sangui-
nes sont prises dans ce réseau de fibres. Leur cytoplasme est souvent
occupé par de nombreuses vacuoles (Pl. XXXII, fig. 64), des fibres den-
ses aux électrons et des fibrilles fines occupant parfois des plages im-
portantes (Pl. XXXI, fig. 62, et Pl. XXXII, fig. 64). La structure carac-
téristique du collagène n'a pu être mise en évidence sur celles-ci. On
note également la présence de fibrilles mélanisées (Pl. XXXIII, fig. 66),
parfois incluses dans des faisceaux. Les noyaux de certaines cellules
sanguines, présentes dans cette partie du granulome, montrent des signes
d'infection. Toutefois, la quantité de virions mûrs qu'ils renferment est
relativement faible (pl. XXXI, fig. 63, et Pl. XXXII, fig. 64, et Pl.
XXXIII, fig. 65). Cette observation permet de penser que la virogénèse
est ralentie ou arrêtée dans cette zone ;
- la zone centrale du granulome contient de nombreux débris cellulaires
provenant des tissus inclus, accompagnés de cellules sanguines en dégé-
nérescence (Pl. XXXIV, fig. 67). Leurs membranes cellulaires sont fré-
quemment rompues. C'est dans cette zone que nous avons pu note~ le plus
fréquemment, la formation de dépôts mélaniques dans des vacuoles de pha-
gocytose des cellules sanguines (Pl. XXVI, fig. 47). De nombreux noya~
de ces cellules présentent des signes d'infection. Toutefois, ils se ca-
ractérisent par une accumulation très importante des membranes de mor-
phogénèse virale. Peu de virions matures y sont visibles. Nous avons pu
noter, dans certains noyaux, la présence de particules virales complètes
dont le core central était encore clair. Parfois, même, des formes lon-
gues de particules avec enveloppe et capside ont été observées (Pl. XXIII,
fig. 40-41-42). Nous n'avons relevé la présence de telles particules que
dans ce type de structure. Il semble que la morphogénèse virale y soit
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profondément perturbée au niveau de l'inclusion ou de la synthèse de
l'acide nucléique viral dans la particule.
Sur les coupes de tissu adipeux, nous avons pu voir
des granulomes à diverses étapes de leur évolution. L'infiltration de cellu-
les sanguines et l'accumulation de matériel dense se produisent simultané-
ment.
La formation de granulomes fermés avec infiltration
de cellules sanguines, accumulation de celles-ci et de matériel dense pour
former une paroi,existe dans de nombreux tissus, en particulier le tissu
adipeux, l'hypoderme, l'intestin moyen (Pl. XXVIII, fig. 53-55).
Des réactions sans fermeture du kyste des granulomes
ont également été notées. Elles intéressent parfois de. larges fractions de
tissus (Pl. XXVIII, fig. 49). L'infiltration ~assive des cellules sanguines
dans d'importants lobes de tissu adipeux a été notée (Pl. XXVII, fig. 51).
L'épaississement de portions de parois de lobes, la
mélanisation de trachées sans accumulation de cellules sanguines sont égale-
ment à signaler (Pl. XXIX, fig. 59). Le durcissement de parties importantes
de l'hypoderne a été remarqué. Les cellules de ce tissu, celles des tissus
voisins, musculaires ou adipeux, semblent avoir subi des transformations con-
sidérables. Leur cytoplasme paraît plus dense et durci (Pl. XXVIII, fig. 54).
La nature des dépôts sur les parois cellulaires et
dans le cytoplasme a été recherchée. La réaction de FONTANA et MASSON s'est
, 1
révélée douteuse. La coloration jaunâtre observée sur ces structures est
peut-être due à un léger dépôt d'argent. Ceci traduirait un certain pouvoir
réducteur des substances participant à la formation des parois. La réaction
à la ninhydrine a été positive, ce qui démontre le caractère protéinique de
ces dépôts.
J - Proliférations cellulaires
Le phénomène de prolifération cellulaire dans les ma-
ladies d'insectes est très anciennement connu. pAILLOT (1933)
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signale la multiplication des macronucléocytes après injection de bactéries
et celle (PAILLOT, 1935), d'autres cellules dans la granulose d'Agrotis
segetum.
De nombreux auteurs ont ensuite noté de tels proces-
sus (cf. revue de VAGO et SAUVEZON, 1969, et VAGO, 1975). Plus récemment,
INJAC (1971) observe des multiplications cellulaires intenses dans une mala-
die à Baculovirus de Lépidoptère. Cet auteur conclut à une division amitoti-
que des cellules de l'hypoderme dans la première phase de l'infection virale
précédant la formation des polyèdres.
L'observation de coupes histologiques en microscopie
photonique montre que, chez la larve comme chez l'adulte d'O. rhinoceros L.
infectés, certains tissus sont le siège de multiplications cellulaires acti-
ves.
Chez la larve, nous avons noté ces multiplications
cellulaires dans l'épithélium de l'intestin moyen. Des cellules à 2 et 4
noyaux ont, en outre, été observées dans le tissu adipeux (Pl. XXXV, fig.
68-69). Aucune structure nucléaire pouvant rappeler des figures de mitose
n'a été vue dans ces noyaux en multiplication. Des images semblent montrer
que les divisions nucléaires ne seraient pas de type mitotique. Chez la
larve saine, nous n'avons pas rencontré de telles multiplications.
Chez l'adulte, c'est surtout au niveau des cell~les
des cryptes de régénération de l'intestin moyen que l'on observe une proli-
fération cellulaire. Nous n'avons pu mettre en évidence le caractère amito-
tique de ces multiplications, bien qu'aucune image nette de figure de mitose
n'ait été observée.
Les cryptes de régénération qui, chez l'adulte sain,
se présentent sous l'aspect d'un nombre réduit de cellules, prennent chez
l'adulte infecté celui d'amas cellulaires denses (Pl. XXXV, fig. 70) qui se
déversent dans la lumière intestinale (Pl. XXXV, fig. 71). L'intestin moyen
de l'adulte infecté offre d'ailleurs un aspect laiteux caractéristique et a
un diamètre beaucoup plus important que celui de l'adulte sain. Les coupes
transversales de l'intestin infecté montrent que la lumière intestinale est
remplie de cellules provenant des cryptes de régénération. Ces cellules sen-
sibles à l'infection virale sont entraînées vers l'anus. Ce processus de
- 96 -
production intense de cellules sensibles conduit à la création d'un gradient
d'infection dans le tube digestif du bord vers le centre et de l'avant vers
l'arrière. Les cellules de la lumière intestinale situées dans une même zone
sont sensibiement au même stade-d'infection. Au niveau de l'intestin posté-
rieur, la lumière intestinale contient très peu de cellules. La majorité de
son contenu est constituée de virhs libres, de débris cellulaires et de pré-
curseurs d'enveloppes virales. L'intensité du phénomène a été mise à profit
pour l'élaboration d'une technique de production de masse du virus (cf. cha-
pitre VI, A).
4 - Inclusions
Quelques auteurs (FRENZEL, 1882 ; DEVAUCHELLE, 1970
GOURANTON , 1969 ; MARSCHALL, 1966) ont montré la présence normale de corps
protéiniques denses présentant ou non une trame cristalline dans le noyau des
cellules intestinales de Coléoptères.
Chez la larve d'O. rhinoceros L. infectée, l'exis-
tence de corps amorphes denses aux électrons a été reconnue dans de rares
cellules de la paroi interne de l'intestin moyen. Ces corps amorphes sont
inclus dans des vacuoles cytoplasmiques et sont entourés d'une ou plusieurs
membranes (Pl. XXXVI, fig. 72-73). Des particules virales sont fréquemment
incluses dans ces corps. Nous n'avons pu mettre en évidence, dans ces forma-
tions, des trames protéiniques comparables à celles des polyèdres ou des
granules de Baculovirus. Ils ne semblent pas assimilables au corps d'inclu-
sion contenant des particules virales décrit par HUGER (1972, 1973) dans les
cellules de l'intestin moyen de la larve d'O. rhinoceros L" infectée par ce
même virus. En effet, cette formation présentait, en coupe, un contour poly-
gonal identique à celui des polyèdres de polyédrose nucléaire. Une trame
cristalline nette apparaissait dans sa structure. HUGER a insisté sur la ra-
reté de tels corps d'inclusion que nous-mêmes n'avons jamais rencontrés mal-
gré l'observation de nombreuses coupes d'intestin moyen. Cependant, nous
avons observé, dans un noyau de cellule intestinale, des fragments de trame
cristalline rappelant l'observation de HUGER (Pl. XIV, fig. 25).
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S - Discussion
L'origine phagocytaire de toutes les vacuoles cyto-
plasmiques des cellules sanguines est parfois discutable.
L'existence, dans ces cellules, de particules vira-
les entre les feuillets de la membrane nucléaire fait penser à un phénomène
de "release". Ce processus, qui semble aboutir à la formation de vacuoles
cytoplasmiques, est décrit au chapitre VI, C.
La présence de vacuoles contenant des virions dans
des cellules sanguines dont le noyau ne paraît pas être le siège d'une infec-
tion virale, ne permet pas d'attribuer la valeur de vacuoles de "release" à
l'ensemble de ces formations cytoplasmiques.
HUGER (1974, communication personnelle), pensait à la
possibilité d'une morphogénèse virale intracytoplasmique. KELLY (1976) a re-
pris l'idée dans l'interprétation des vacuoles cytoplasmiques apparaissant
dans les cellules de la lignée d' Aedes albopiatus en présence du virus d'Oryates.
D'après nos observations, ce processus particulier de morphogénèse, qui sera
discuté au chapitre VI, serait limité, s'il existe,aux cellules sanguines ou
aux cellules en culture. Nous vérifions actuellement la réalité d'une telle
morphogénèse.
Les différents faits exposés ci-dessus, ainsi que la
présence fréquente de dépôts de mélanine sur et dans les vacuoles, nous inci-
tent, cependant, à croire au phénomène de phagocytose du virus dans les cel-
lules sanguines d'Opyates phinoaepos L.
L'importance de cette phagocytose dans l'évolution de
la maladie virale est difficile à apprécier. Toutefois, la sensibilité des
cellules sanguines à l'infection joue un rôle particulier lors de la disper-
sion du virus dans l'organisme de l'insecte.
L'infiltration importante de cellules sanguines dans
la paroi de l'intestin moyen a pu être observée dès le début- de la maladie
précédant la phase de généralisation. On peut penser que l'infection relati-
vement précoce de ces cellules, après phagocytose de particules virales pro-
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venant des premiers cycles de multiplication dans les cellules intestinales
est un des moyens de franchissement de la barrière intestinale par l'agent
pathogène.
Des processus identiques ont été évoqués pour d'au-
tres maladies virales d'insectes. C'est notamment le cas de là maladie à
Entopomox du Coléoptère MeZoZontha meZoZontha L. (DEVAUCHELLE~ 1971) et des
polyédroses et granuloses de Lépidoptères (HARRAP et ROBERTSON, 1968 ; HARRA~
1970 ; SUMMERS,~ 1971 ; KISLEV et al., 1971 ; HIGASHI). Un autre mécanisme in-
tervient, peut-être, dans le cas de la maladie à Baculovirus d'Oryctes rhino-
ceros L. Les cellules péritrachéennes semblent avoir une sensibilité particu-
lière pour le virus et le système trachéen jouerait un rôle privilégié dans
la dispersion de l'agent pathogène (cf. chapitre V, B).
La variation du taux de cellules sanguines partici-
pant à l'élaboration des parois des granulomes, aussi bien entre les indivi-
dus que dans une même larve, est à rapprocher de l'observation de VEY et VAGO
(1967). Ces auteurs notent la diminution du nombre de cellules sanguines par-
ticipant 'aux réactions hémocytaires anticryptogamiques chez les larves de
GaZZeria meZZonelZa infectées par le virus de la densonucléose. Ils ont mon-
tré que l'intensité de la réaction diminuait avec les progrès de l'infection
virale. Chez les larves très atteintes par la maladie, le champignon Asper-
gilZus niger V Tiegh, normalement non pathogène. est capable de se développer
dans l'hôte. Nous pourrions trouver, ici, une explication à la recrudescence
constatée sur le terrain, aux Samoas, des cas de maladie des larves d'Oryctes
rhinoceros L. due au champignon Metarrhizium anisoplae Sorokin (MARSCHALL,
communication personnelle) dans une zone où les O. rhinoceros L. sont infec-
tés par le virus. VEY (1977) a, en effet, constaté la possibilité de déclen-
cher des maladies fongiques aiguës à partir d'agents pathogènes pré-existant
dans l'hôte, à la suite d'un abaissement de l'intensité des réactions de dé-
fense. Ce processus constitue un aspect des enchaînements de maladie observés
chez les invertébrés (VAGO, 1956).
Les réactions multicellulaires observées chez la lar-
ve de 3ème stade d'O. rhinoceros L. présentent des caractères originaux par
rapport à celles constatées lors de réactions anticryptogamiques chez les au-
tres Scarabaeidae. Chez ces dernières, les granulomes semblent être dus à
l'accumulation, en zones concentriques, de cellules sanguines étroitement
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associées entre elles, sans présence de fibrilles ni de matériel amorphe.
Les formations observées chez les larves d'p. ~hino­
ceros L. infectées par le virus seraient peut-être à rapprocher de l'immunité
u
humorale définie par GOTZ et VEY (1971). Bien que présentant des caractères
particuliers, ces réactions semblent de nature assez semblable à celles déjà
décrites par ces auteurs. Il convient, toutefois, de noter que les réactions
connues sont généralement dirigées contre des corps étrangers de grande taille.
Le ralentissement de la virogénèse dans les cellules
participant à la formation des granulomes, ainsi que l'énorme disproportion
entre les quantités des virions phagocytés et produits par ces cellules (Pl.
XXVI, fig. 48) permettent d'accorder une certaine valeur de défense de l'or-
ganisme à ces réactions. Ceci est confirmé par l'épaisseur et la compacité
des parois des granulomes qui isolent des portions de tissus du reste de
l'organisme. Toutefois, leur apparition tardive limite considérablement leur
effet sur l'évolution de la maladie.
Cette dernière observation nous incite à penser que
ces réactions sont dirigées, en fait, vers les d~bris cellulaires et non vers
l'agent pathogène lui-même. De telles réactions ont d'ailleurs été signalées
lors de blessures (VAGO, 1956). NOllS ne voyons aucune explication satisfai-
sante au fait qu'elles ne se manif~stent que chez les larves de 3ème stade
âgées. Il est toutefois vraisembla~le que l'apparition de ce type de réac-
tions à cette période de la vie de l'insecte soit rendue possible par les
très importantes modifications physiologiques qui interviennent à l'approche
de la nymphose.
La multiplication des noyaux de cellules qui ne sont
ordinairement le siège d'aucune prolifération, tels ceux des cellules adipeu-
ses, est à rapprocher des dédifférenciations cellulaires observées dans cer-
taines infections virales. Le caractère juvénile de la majorité des cellules
adipeuses infectées permet de penser que la multiplication de ces cellules
est induite par l'infection virale. Des études approfondies sur le mécanisme
de cette induction seraient du plus haut intérêt. Il n'est pas sûr, cepen-
dant, que le système virus d'Oryctes -cellules adipeuses soit le plus favora-
ble à ce genre d'études.
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La structure des corps d'inclusion cytoplasmiques que
nous avons rarement observés ne nous paraît pas devoir être rapprochée de
celle des polyèdres ou des granules cytoplasmiques visibles dans les viroses
à Baculovirus de Lépidoptères, Diptères ou Hyménoptères. Chez les Baculovirus,
il est couramment admis que la synthèse de la protéine du corps d'inclusion
est codée par le génâme viral. En outre, des travaux relativement récents ont
montré que, dans les polyédroses nucléaires (HARRAP et ROBERTSON, 1968) et
les granuloses (SUMMERS, 1971), dans un premier temps de l'infection, le vi-
rus se multiplie dans les cellules de l'intestin moyen sans qu'il y ait for-
mation de corps d'inclusion. Ces derniers n'apparaissent que dans les cycles
de multiplication suivants ayant pour siège les cellules d'autres tissus.
Dans le cas du virus d'Oryctes rhinoceros L" il sem-
ble, cependant, difficile d'admettre que la synthèse de cette protéine, codée
par le génâme viral, soit réprimée dans la quasi-totalité des cellules des
tissus atteints.
Dans la maladie d'O. rhinoceros L., les formations
cytoplasmiques que nous avons pu observer et celle mise en évidence par HUGER
nous paraissent devoir être interprétées comme des formations existant chez
de nombreux Coléoptères dans lesquelles les particules virales auraient été
accidentellement incluses. Toutefois, devant leur fréquence relativement plus
importante chez les insectes infectés par le virus, on peut se demander si
elles ne résultent pas de modifications physiopathologiques des cellules in-
testinales. Leur râle dans la défense de l'organisme ou, comme pour les corps
d'inclusion de Baculovirus, dans la conservation de l'agent pathogène, reste
à préciser.
L'ensemble des réactions de l'hâte à l'infection vi-
rale ne nous paraît pas de nature à laisser prévoir l'apparition de phénomè-
nes de résistance au sein des populations d'insectes:
- la phagocytose pourrait, au contraire, avoir un râle actif dans la dis-
persion du germe dans l'organisme de l'hâte;
- par leur type même, les réactions multicellulaires de granulome ne sem-
blent pas directement dirigées contre le virus et, par leur apparition
tardive, n'ont que peu d'influence sur l'évolution de la maladie;
- la proJ:ifération cellulaire conduit, chez l'adulte, à un processus de pro-
duction intense du virus dont l'importance sera estimée quantitativement
au chapitre VI et discutée, au point de vue épidémiologique, au chapitre VII.
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LE VIRUS
Nous présentons dans ce chapitre les résultats des
travaux sur différents aspects de la particule virale. Ces études ont été
conduites dans le souci d'une meilleure connaissance de l'agent pathogène et
de sa position taxonomique. En effet, HUGER (1966), à partir d'observations
de coupes de tissus, avait rapproché ce virus à la fois des Iridovirus et
des Bacu1ovirus.
En outre, l'étude de la particule virale pouvait per-
mettre la compréhension de certaines modalités de la dispersion du virus.
A - PRODUCTION ET PURIFICATION
1 - Evolution du principe de production
4- Maté~ee de dépaftt
Après les premières purifications à partir d'intes-
tins moyens de larves de 3ème stade infectées et d'adultes, nous avons re-
cherché un matériel de base plus riche en virus.
Les résultats des études histologiques sur l'intestin
des adultes infectés et, notamment, les proliférations cellulaires dans leur
intestin moyen, nous ont conduits à_rechercher la présence de virus dans les
déjections des imagos. Après la mise en évidence de virions dans les déjec-
tions (Pl. XXXVII, fig. 75), nous avons pensé, en raison de l'abondance et de
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la relative pureté du virus, à utiliser ce matériel pour la production de
masse de l'agent pathogène.
Dans la recherche d'un liquide permettant la purifi-
cation du virus, nous sommes partis du milieu de culture cellulaire 199 TC
(ou milieu MEM de EGGLE) " C'est en effet dans cette solution que l'infection
virale de cellules d'O. phinocepos L. a été réalisée (QUIOT et al., 1973).
Nous avons dû augmenter le pH du milieu et réduire la force ionique afin de
limiter les phénomènes d'agrégation. Par des simplifications et améliora-
tions successives, nous avons très rapidement utilisé un tampon phosphate
10-3M, pH 8,5, additionné de 12 %de saccharose (MONSARRAT et al., 1973 b).
2 - Le processus de production
Les adultes âgés d'une quinzaine de jours sont placés
dans un récipient d'environ 50 1, contenant 10 litres de terreau fin et hu-
mide. Leur infection est obtenue par souillure des pièces buccales avec une
suspension virulente. De plus, des tranches de bananes souillées avec la même
suspension sont offertes comme aliment. 4 à 5 jours après le repas infectieu~
les adultes sont placés dans les récipients de récolte des déjections. Ceux-ci
(Pl. XXXVII, fig. 74), réalisés en matière plastique et de dimensions 50 x 35 x
30 cm, sont pourvus d'un orifice d'écoulement placé sur le fond. La surface
de leur base es t couverte d'un grillage métall ique p1as tifié, de maille 0,8" cm.
Celui-ci est maintenu à 4-5 mm du fond du récipient. Un système de crochets
permet de le soulever ainsi que les adultes qu!i1 supporte. Environ ISO à
200 adultes peuvent être installés dans chaque récipient. La.quantité de tam-
pon versée est de.3 à 400 ml. Ces dispositifs sont placés dans des enceintes
climatisées à 25°C et 80 % d'hygrométrie minimum. Le liquide contenant_les
déjections est prélevé tous les jours et il est soit traité en vue de la pu-
rification immédiate, soit stocké à 4°C, soit congelé à -20°C après réajus-
tement du pH à 8,5.
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Les adultes ne reçoivent aucune nourriture après le
repas infectieux. Ils semblent s'alimenter avec le liquide sucré servant à
recueillir les déjections.
Ce milieu de récolte est constitué d'un tampon phos-
phate 10-2 M, pH 8,5, plus 12 % de saccharose et d'un mélange d'antibiotiques
composé de :
- streptomycine
- auréomycine
- bacitracine
1 g/l,
0,5 g/l,
0,5 g/l.
• Effet des antibiotiques
L'adjonction des antibiotiques a beaucoup facilité
les opérations ultérieures de purification, le virus ayant tendance à s'agré-
ger autour de fragments de bactéries.
L'examen des courbes de mortalité des adultes (Pl. X,
fig. 18) montre que les antibiotiques ont un effet très net sur la longévité
des insectes infectés. La prolongation de la durée de vie augmente considéra-
blement la quantité de virus récolté lors de l'opération. Le gain en nombre
de jours de vie d'adultes en production est de l'ordre de 40 % et, pour 100
adultes, le nombre de jours de vie atteint 4.500 environ.
Sur un lot d'environ 500 adultes infectés et en pré-
sence d'antibiotiques, nous avons tracé les courbes de mortalité par sexe. Il
semble que les femelles vivent plus longtemps que les mâles. Au cours de
cette expérimentation qui portait sur des adultes âgés de 20 jours environ au
moment de l'infection, la mortalité de 50 % des mâles a été atteinte en 43
jours après le premier repas infectieux, tandis que celle des 50 % de la po-
pulation de femelles ne l'a été qu'au bout de 52,5 jours. La longévité maxi-
male obtenue après infection en présence d'antibiotiques a été de 88 jours.
b - E.6.tiJna,tlon de. la. pJtoduc-ü'on
Nous avons essayé d'estimer la quantité de virus ré-
colté. Dans ce but, la suspension de déjections d'un jour, provenant d'un
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nombre connu d'adultes, a été pesée, puis clarifiée. Des quantités connues de
surnageant ont été centrifugées à 50.000 g pendant 90 mn. Les culots obtenus
ont ensuite été, d'une part examinés en microscopie électronique, d'autre
part centrifugés sur un gradient de saccharose 30-50 %~oidsLpoid~ et enfin,
après dialyse contre du NaCl 1,5 %, lyophilisés et pesés. La quantité de NaCl
présente dans les lyophilisats a été déterminée par dosage des chlorures. Le
pourcentage de virions présents dans les culots a été estimé, par examen des
grilles et des gradients de saccharose, .àau moins 50 % du poids total.
La quantité de virus récolté a pu être évaluée à en-
viron 400 ~g par adulte et par jour, soit une production totale d'environ 1 g
de virus pour un lot de 100 adultes. Il s'agit d'une estimation par défaut,
les pertes lors des différentes opérations étant importantes. L'absence de
bactéries dans les suspensions brutes nous a permis d'estimer directement la
quantité de DL 50 présente dans les déjections. Elle a pu être évaluée, sur
larves de 2ème stade, à 4,4 • 109 DL 50 par adulte et par jour. La quantité
considérable de virus produit a permis de réaliser certains travaux sur le
virus d'O. phinoaepos L.
. Co - PwUÔù..a:Uon
Une première technique de purification a été publiée
(MONSARRAT et al., 1973 b). Elle consistait en une clarification .à.5.000 g
des jus bruts. 'Les surnageants étaient concentrés par centrifugation de 90 mn
à 30.000 g. Le 'culot obtenu, dispersé dans un tampon phosphate 10-3 M à pH
8,5 plus 12 % de saccharose, était déposé sur un gradient 30-50 %~oids/poids)
de saccharose dans le tampon phosphate à pH 8,5. Après centrifugation de 90 mn
à 72.000 g, la bande de virus située au niveau correspondant à 40 % de saccha-
rose était prélevée. Le tracé densitométrique.d'un gradient est représenté
(Pl. XXXIX, fig. 77). La concentration était abaissée par dilution goutte à
goutte sur agitation magnétique avec le tampon phosphate sucré. La purifica-
tion était achevée par répétition des cycles de gradients.
Cette technique a été modifiée pour. les besoins de la
production de grandes quantités de virus. Le principe de la purification en
gradients de saccharose a été maintenu. Les modifications ont porté sur une
précipitation du virus à pH 4,5 dans les surnageants de clarification. Ceci
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nous permet, en effet, de concentrer ces surnageants par une clarification à
15.000 g au rotor GSA Sorvall.
Les gradients de saccharose ont été effectués en con-
centration oblique sur rotor T 35 Spinco en tubes de 94 ml. Ceci a nécessité
une centrifugation préalable de la suspension virale concentrée. Cette centri-
fugation, réalisée à 100.000 g pendant 60 mn dans du saccharose 45 %, a pour
but dUéliminer de la suspension virale les éléments lourds. susceptibles de
donner un culot important dans les gradients 30-50 %. Ce culot a, en effet,
tendance à se mélanger au virus lors du changement de position du gradient
qui se produit pendant l'arrêt de la centrifugation des gradients obliques.
L'abaissement de la concentration en saccharose des
bandes de virus prélevées dans les gradients a été effectué par dialyse à
4°C contre du tampon phosphate 10-3 M, pH 8,5, plus 12 % de saccharose. Cette
technique a pu être utilisée en raison des volumes importants qui réduisaient
les chocs osmotiques.
De 3 à 7 gradients sont nécessaires pour obtenir des
suspensions virales d'un haut degré de pureté, suivant que la suspension est
traitée dès la récolte ou après congélation. Le schéma de purification est
représenté (Pl. XXXVIII, fig. 76).
3 - Discussion
La mise au point d'une technique de purification du
virus d'Oryates a constitué une étape importante dans les études sur cet
agent pathogène. L'obtention d'un milieu de purification simple et assurant
une bonne conservation des virions a été décisive (ce même milieu nous a
d'ailleurs permis la purification de virus libres, enveloppés, de polyédrose
nucléaire.• La purification de ces virus libres n'avait été réalisée que ré-
cemment par SUMMERS et VOLKMAN (1976) dans un milieu de cultures cellulaires
complexe).
Lors des premières opérations à partir d'intestin de
larves, des précautions spéciales avaient dû être prises pour éviter la méla-
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nisation lors du broyage des tissus. Les agrégations de particules virales
autour des débris cellulaires rendaient la purification très délicate. Le
rendement en virus s'était avéré très faible et variable dUune larve à l'autre.
Malgré les difficultés dues à la grande fragilité du
virus, la mise au point d'une production de masse a ouvert la voie à de nom-
breuses recherches. La pureté relative du matériel de départ et sa richesse
ont permis de multiplier le rendement des opérations par 103 environ. La dé-
couverte de la possibilité d'infecter per os des insectes adultes a, en ou-
tre, une grande importance pour la compréhension du cycle du virus dans la
nature.
L'utilisation des antibiotiques a considérablement
facilité les opérations de purification. La prolongation de la durée de vie
des adultes infectés a augmenté la production de virus d'environ 40 %. L'ac-
tion des antibiotiques se situe probablement au niveau des bactéries ordinai-
rement peu ou pas pathogènes mais qui trouvent, chez les adultes affaiblis
par l'infection virale, un terrain favorable à leur développement, selon le
processus décrit et étudié par VAGO (1956).
Toutefois, la prolifération des levures n'a pu être
contrôlée. Les antifongiques essayés se sont révélés soit avoir une action
toxique sur les Oryates et réduire leur longévité, soit être sans effet sur
la multiplication des levures.
L'émission de quantités très importantes de virus
dans les déjections des adultes est un facteur primordial de l'épidémiologie
de cet agent pathogène. Les conséquences de ce résultat pour l'explication
de l'impact du virus sur les populations d'Oryates et son maintien seront
discutés au chapitre VII, B.
o
o 0
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B - PROPRIETES GENERALES DE LA SUSPENSION VIRALE
1 - Stabilité du virus
Le virus reste stable dans les solutions dont l'abai~
sement du point de congélation par rapport à l'eau est supérieur à 0,7°C et la
force ionique peu élevée. Ceci correspond à une pression osmotique d'environ
9 atm d'après la relation
Po atm = 6t x 12,5
Nous n'avons jamais réussi à maintenir les particules
virales intactes dans l'eau distillée, contrairement à ce qui a été signalé
par PAYNE (1974).
Les forces ioniques supérieures à 10- 1 M en phosphate
entraînent une dégradation du virus.
Les solvants des lipides tels que éther ou acétone
entraînent une dégradation rapide de la particule virale. L'examen en micros-
copie électronique montre celle, très rapide, de l'enveloppe virale et celle,
plus lente, de la capside.
Le tampon glycine-soude s'est avéré provoquer une dé-
térioration très rapide de la particule virale. Nous ne pouvons donner aucune
expLication de cette action lytique de la glycine. Le tampon Tris a,..,,1J,liaussi,
entraîné une dégradation des virions mais de façon beaucoup plus lente.
2 - Propriétés physiques
q. - Spe.c.tIr.e d'ab.6oJLpUoY/.
Le spectre du virus purifié, avant et après correction
de la dispersion de la lumière selon BONHOEFFER et SCHACHMAN (1960), est re-
préBe~té Pl. XXXX, fig. 78. Le rapport 260/280 est de 1,32 et correspond à un
pourcentage d'acide nucléique en solution de l'ordre de 7,90 %.
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b - Ven6lié du v-Ur..u.6
En gradients de saccharose, deux bandes de virus très
voisines sont fréquemment obtenues (Pl. XXXIX, fig. 77). L'examen en micros-
copie électronique des particules virales montre un resserrement de l'enve-
loppe sur les particules de la bande inférieure. expliquant la modification
légère de la densité.
La densité du virus a été déterminée sur les particu-
les les plus denses: après 17 heures de centrifugation à 72.000 g au rotor
Spinco SW 27, la concentration en saccharose de la bande de virus est de
50.1 %, soit une densité de 1,2433.
La densité en chlorure de cesium ou en iodure de po-
tassium n'a pu être déterminée. ~e virus ne résistant pas aux forces ioniques
élevées.
Un essai de détermination de la vitesse de sédimenta-
tion du virus par ultracentrifugation analytique en chlorure de cesium a été
réalisé en utilisant des cellules de VINOGRAD. Les premiers clichés ont per-
mis une estimation du S20w du virus. La valeur obtenue était de l'ordre de
1.500 S. Cette valeur est très probablement inférieure à la valeur réelle et
correspond à des particules en voie de dégradation dont le volume spécifique
doit être très supérieur à celui de la particule intacte.
3 - Dosage des suspensions virales
a. - VoJ.>a.ge b-i..olog.i.qut
L'injection de doses identiques de dilutions logarith-
miques de suspensions virales purifiées à des lots de 100 larves de 2ème stade
a permis une estimation de 1a.quantité de.DL 50 par.ml de suspension de densi-
té optique unité à 260 nm après correction de la diffraction de la lumière se-
lon BONHOEFFER et SCHACHMAN (1960). La DL 50 a été ~stimée après établissement
de la courbe dose-effet au 21ème jour en logarithme de doses et probit des
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pourcentages de mortalité cumulés corrigés selon ABOTT (1925). Les points ob-
tenus sont ajustés à une droite (Pl. XXXXI, fig. 79-80). La méthode de calcul
choisie est celle du maximum de vraisemblance par itérations successives
(LAZAR, 1974). Après vérification de la légitimité de l'ajustement linéaire
(X2 = 2,867 avec 2 DL), le nombre de DL 50 par ml de suspension virale de
densité optique unité 260 nm après correction est
9 93,367 • 10 < N < 5,919 • 10
b - Vo~a.ge c.JUrn.<.que
L'acide nucléique viral a été déterminé comme de
l'ADN par colorimétrie. Une détermination de la composition globale du virus
a été réalisée •. Le pourcentage d'acide nucléique a été établi en dosant les
protéines par la méthode de LOWRY et al. (1951) et celui de l'acide nucléique
par la méthode de GILES et MYERS (1965). Le pourcentage d'acide nucléique:
A =
a été trouvé égal à
A = + 16 %.
4 - Discussion
quantité d'ADN
L'estimation de la pureté des préparations virales a
reposé sur la valeur du rapport des absorptions à 260 nm et à 280 nm. Des con-
trôles de pureté et de l'état des particules ont été pratiqués par examen en
microscopie électronique après coloration au mo1ybdate d'ammonium à pH 7,4.
L'extrême sensibilité du virus aux chocs osmotiques ne nous a pas permis d'u-
tiliser l'acétate d'uranyle comme colorant pour.. ces examens (cf •. chapitre IV).
La présence d'ADN dans le virus et l'absence d'ARN ont
permis de penser que le virus d'O~yate8 est un Bacu1ovirus. La différence en-
tre les pourcentages d'acide nucléique déterminés par le spectre d'absorption
et par l'analyse chimique peut s'expliquer par le fait que, dans les suspen-
sions virales, l'acide nucléique est masqué par les protéines constitutives.
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Le pourcentage d'acide nucléique, trouvé par analyse
pour le virus d'Oryates rhinoceros L., paraît un peu élevé si on le compare
aux quelques chiffres donnés pour d'autres Baculovirus. Il est toutefois voi-
sin de ceux-ci (WILDY, 197J). La détermination de ce pourcentage est extrême-
ment délicate en raison à la fois de la possibilité d'accrochage de protéines
étrangères sur l'enveloppe virale et de la dégradation très aisée de celle-ci.
En outre, la technique est basée sur un dosage des protéines et particulière-
ment des noyaux phénols et des radicaux NH4 qui ne sont probablement pas les
seuls composants de la particule virale avec l'acide nucléique. Nous n'accor-
dons à ce résultat qu'une valeur indicative.
Lors du dosage biologique des solutions, les résul-
tats ont permis d'utiliser les techniques d'évaluation classiques dans les
cas de réponse par tout ou rien. D'autre part, la valeur trouvée pour la
quantité de DL 50 dans un ml de suspension de densité optique unité paraît
cohérente avec les autres données connues sur le virus. En effet, lors de
l'estimation de la quantité de virus présente dans les déjections, nous
avions évalué que 4,4 . 109 DL 50 correspondaient à au moins 400 ~g de virus,
soi t, pour 1,31 . 10 1a DL 50 (correspondant à 1 ml de suspension de densité op-
tique unité), un poids de 1,2 mg environ de virus contenant 188 y d'ADN.
Le poids moléculaire de l'ADN étant de l'ordre de
80 • 106 daltons, le nombre de molécules d'ADN peut être estimé à :
Nb - N x 188 . 106 - 1,3 . JO 12
- 80. 106 -
où N est le nombre d'Avogadro.
Une DL 50 correspondrait donc à environ 100 molécules
d'ADN. Unetelle estimation de la quantité de particules équivalant à une DL
50 ne peut être qu'une grossière approximation. Elle montre cependant que le
pouvoir infectieux du virus est relativement bien conservé lors des opéra-
tions de purification.
L'établissement de la correspondance entre le nombre
de particules et la densité optique par comptage des particules n'a pu être
réalisé.
o
~ 0
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C - STRUCTURE ET MORPHOGENESE DE LA PARTICULE VIRALE
1 - Structure
Les virions.extraits d'intestin de larves ou de dé-
jections d'adultes. ont des structures identiques.
Le virus d'O. phinoaeros L. a la forme d'un bâtonnet
assez trapu (Pl. XXXXII, fig. 81). Des mesures sur particules avec des billes
de latex comme étalon interne ont donné les résultats suivants :
- longueur
- largeur
200 ± 10 nm,
86 ± 18 nm.
Le virion, observé en coupe, est constitué par une
enveloppe contenant une nucléocapside dense aux électrons. Un matériel amor-
phe est visible entre l'enveloppe et la nucléocapside (Pl. XXXXII, fig. 81).
Comme nous l'avons précédemment signalé (MONSARRAT et
al., 1973 b), il existe de rares particules formées d'une enveloppe contenant
deux nucléocapsides placées parallèlement (Pl. XXXXIII, fig. 84).
La longueur des particules est relativement constante.
Il existe, cependant, des particules dont la longueur est proche d'un multi-
ple de celle d'une particule normale (Pl. XXXXIII, fig. 82-83,85, et Pl.
XXXXIV, fig. 87).
-La largeur des virions, observés en coupes ou en co-
loration négative, est variable selon l'endroit où la mesure est effectuée.
Le virion paraît .avoir ' fréquemment une largeur dissymétrique par rapport à
l'axe principal de la nucléocapside. En colorationnégative~ la particule vi-
rale se présente souvent avec un prolongement. de l'enveloppe joignant les
deux extrémités. L'enveloppe apparaît relativement lâche et le prolongement
apical séparé partiellement de la particule (Pl. XXXXIII, fig. 86, et Pl.
XXXXV, fig. 88-89-90) paraît parfois enroulé autour de celle-ci.
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Sur les coupes de particules présentes dans les culots
de virus purifié, les images de ce prolongement apical de l'enveloppe sont re-
lativement rares (Pl, XXXXV , fig, 88).
b - S,t'Lu.e:tuJLe de .e.' ertve.f.oppe
Sur coupes de particules, l'enveloppe a la structure
d: une membrane unitaire à double feuillet. Elle a une épaisseur d! environ
5,8 nm ± 1
En coloration négative, nous avons parfois observé
une apparence granuleuse de l'enveloppe sur des virions légèrement dégradés.
La dégradation progressive des virions par le thioglycolate de sodium O,l M
en présence de carbonate de sodium 0,7 M à pH 10,2 montre que l'enveloppe est
constituée de 3 couches différentes. En effet, après un certain temps d'ac-
tion du mélange basique réducteur, des sous-unités d'environ 20 nm apparais-
sent sur l\enveloppe (Pl, XXXXVI, fig, 91). Elles semblent étroitement juxta-
posées en une couche relativement mince. La dégradation se poursuivant, ces
sous-unités sont détachées de l'enveloppe et dégradées. Celle-ci se présente
alors comme une vésicule paracirculaire sans structure de surface apparente
(Pl, XXXXVI, fig. 93).
Certains détergents semblent exercer une action sé-
lective au n1veau de zones définies de l'enveloppe. Ainsi, le Triton X 100 à
1 % dégrade, dans un premier temps, les parties de l'enveloppe correspondant
aux extrémités de la particule (Pl. XXXXVI, fig. 92).
La nucléocapside se présente comme un corps cylindri-
que de 158,7 ± 8 nm sur 54 ± 5 nm, Les parois du cylindre sont formées par
une membrane externe rigide ayant la structure apparente d'une membrane uni-
taire à deux feuillets de 3,7 ± 0,7 nm d'épaisseur totale. Une structure en
sous-unités de petite taille, de l'ordre de 2,4 nm, placées selon une symé-
trie hélicoldale, apparaît en coloration négativ~ s~~ le~ parois de la capsi-
de (Pl. XXXXVII, fig. 94-95). Le cyli,ndre constitué.·pa~la nucléocapside est
. :."_., \
fermé à chacune de ses extrémités par deux fetiillets'_d-i_~~viron 3 nm d' épais-
seur, séparés par un intervalle de 2 nm. Une- structure- en sous-unités de ces
.'. "
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feuillets paraît probable, aussi bien en coupe qu'en coloration négative
(Pl. XXXXVII, fig. 96).
d - Co nte.nu de .la. c.a.p.6..i.de
En soumettant les particules virales à un choc osmo-
tique, à l'action d'un détergent comme le sarkosyl ou le NP 40, ou à des pH
basiques, on provoque la sortie, à l'une des extrémités de la capside, d'un
matériel filamenteux organisé (Pl. XXXXVII, fig. 97). Cette structure, après
étalement par la technique de DUBOCHET et al. (1971) et ombrage rotatif, pré-
sente un aspect en tresse à 2 brins (Pl. XXXXVIII, fig. 98, et Pl. XXXXIX,
fig. 99-100-101-102. Sa dégradation progressive montre qu'elle est constituée
d'8n très long filament enroulé (Pl. L, fig. 103-104; Pl. LI, fig. 105-106-
107, et Pl. LII, fig. 108-109), et plusieurs fois replié sur lui-même (Pl.
LIlI, fig. 110; PL LIV, fig. 111-112; Pl. LV, fig. 113, et Pl. LVI, fig.
114-115) •
Sous l'action de chocs osmotiques, la structure en
tresse sort de la capside en restant maintenue par une de ses extrémités au
niveau de l'épaississement apical de celle-ci. Par dégradation ménagée au
thioglyco1ate, nous avons observé des tresses libres après désorganisation
de la capside (Pl. LVII, fig. 117-118). Sur certaines de ces structures, on
peut voir un amas de matériel dense à l'une de ses extrémités (Pl. LVII, fig.
116), qui pourrait être responsable du maintien de l'un des bouts de la
tresse au niveau de l'épaississement de la capside.
Ces structures ont.pu être séparées des particules
virales, dégradées et purifiées (MONSARRAT et al., 1975) (Pl. LVIII, fig.
119). La libération de la structure nucléoprotéinique a été obtenue par l' ac-
tion du mélange thioglycolate de sodium 0,1 M, carbonate de sodium 0,7 M à
pH 10,25. Les conditions de l'attaque sont assez précises en ce qui concerne
le pH et les proportions de virus et de solution de carbonate. Nous avons
utilisé des suspensions virales,de densité optique 12,mélangées à un volume
égal de la solution d'attaque. Les structures nucléoprotéiniquessont ensuite
purifiées sur. gradient de saccharose 30-60 % à pH 10,25. Leur spectre d'ab-
sorption est celui d'une nucléoprotéine très riche en acide nucléique. Son
comportement en centrifugation laisse prévoir une densité relativement très
élevée. Nous pensons, donc, qu'il s'agit effectivement de la molécule d'acide
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nucléique maintenue dans une structure tertiaire par une protéine.
La longueur de cette tresse est de 1 1 0rdre de 267 ±
30 nm sur .15 um. Rappelons que la taille de la capside observée en coupes de
particules est de l'ordre de 158 nm sur 54 um.
2 - Morphogénèse du virus
Après pénétration du virus dans le cytoplasme, la li-
bération de la capside, sa fixation par une de ses extrémités à la membrane
nucléaire (Pl. LIX, fig, 123-124) et l'injection de son contenu dans le nu-
c1éop1asme (QUIOT et al., 1973), le premier signe visible de l'infec~on de
la cellule paraît être l'hypertrophie du noyau. Une margination de la chroma-
tine est également notée. On remarque alors des formations membraneuses en
grand nombre. dans le nuc1éop1asme (Pl. LX, fig. 125). L'épaisseur de ces mem-
branes paraît moins importante que celle du feuillet interne de la membrane
nucléaire (Pl. LX, fig. 126-127-128). Aucune prolifération de ce feuillet
n'est observée à ce stade de l'infection. Ces formations membraneuses ouver-
tes tendent ensuite à se refermer partiellement pour former des vésicules.
C'est à l'intérieur de celles-ci que se produit la morphogénèse de la nuc1éo-
capside (Pl. LXI., fig, 129-130-131).
Nous n'avons jamais noté la présence de capsides non
enveloppées dans les noyaux infectés. Après la formation (Pl, LXI, fig. 130)
et le remplissage de la capside (Pl. LXII, fig. 133), la vésicule qui l'en-
toure paraît se resserrer autour de celle-ci et se fermer pour former le vi-
rion mature (Pl. LXIII, fig. 134).
Dans les conditions normales de morphogénèse, il ne
nous a pas été possible d'observer de capsides vides complètes incluses dans
des vésicules. fermées. C'est seulement dans les noyaux des cellules des zones
qui sont le siège de réactions physiopatho1ogiques que nous avons noté la
présence de particules virales dont la capside est vide (Pl. XXIII, fig. 40-
41-42).
Nous avons déjà. signalé. l'existence de vacuoles cyto-
plasmiques contenant des particules virales dans les cellules sanguines et
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les cellules en culture (cf. chapitre III.,. V, D),~. Dans ces cellules, nous
avons fréquemment.,observé la présence de virions entre les feuillets de la
membrane nucléaire. Cette localisation, ainsi.que l'apparition des vacuoles
cytoplasmiques, se produisent simultanémen't- dans la chronologie de l' infec-
tion des cultu~es cellulaires. Un phénomène de passage du. virus du noyau vers
le cytoplasme., des.ce!1:lules sanguines pal1aî.t douc probable. Des examens de
coupes de cellliles sanguines et de 'cellules en culture nous ont permis de
suivre. les modalités possibles de ce transfert.
Les particules virales matures ont tendance à s'accu-
muler à la périphérie du noyau (Pl. LXIV, fig. 136).
Nous avons observé une modification du feuillet in-
terne de la membrane nucléaire à proximité immédiate des particules. Celui-ci
semble s'épaissir et perdre de sa définition (Pl. XIII, fig. 23). Une rupture
du feuillet se produit au niveau de la particule ainsi qu'une séparation des
deux feuillets (Pl. XIV, fig. 26, et Pl. LXV, fig. 137-138). Du matériel nu-
cléaire est inclus entre les deux feuillets par pénétration dans l'espace
ainsi formé et régénération du feuillet interne. Les bords du feuillet ex-
terne, délimitant l'espace intramembranaire, ent ensuite tendance à se rap-
procher pour former une vacuole cytoplasmique (Pl. XV, fig. 26).
L'exocytose des vacuoles cytoplasmiques contenant du
virus n'a pas été observée. Par contre, nous avons pu voir des images pouvant
faire penser à une exocytose de particules virales non incluses dans des va-
cuoles (Pl. LXVI, fig. 142). Il est probable que ces particules pénètrent dans
le cytoplasme par rupture locale de la membrane nucléaire (Pl. XIII, fig. 23).
KELLY (1976) a interprété le contenu des vacuoles cy-
toplasmiques des cellules de la lignée d'Aedes aLbopictus infectées par le
virus d'Oryctes comme des images d'une multiplication intracytop1asmique du
virus. Rappelons que, dans ce cas, il n'y a aucun signe de morphogénèse nu-
cléaire du.virus. KELLY a.basé son travail sur l'évolution du nombre de figu-
res syncytiales de ces cellules. Cependant, cette lignée cellulaire est connue
pour héberger plusieurs virus (STOLLAR et THOMAS, 1975 ; HIRUMI et al., 1976)
dont l'effet cytopathogène est la formation de syncytium. La présence, dans
ces vacuoles, de formations membranaires semblables aux précurseurs d'envelop-
pe observés dans les noyaux des cellules d'Oryctes est troublante. D'autre
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part, nous avons noté des images rappelant des dépôts de mélanine sur certai-
nes vacuoles dans les photos illustrant l'article de KELLY. Ces dépôts pour-
raient permettre d'interpréter ces vacuoles comme des figures de phagocytose.
L'augmentation du nombre de figures syncytia1es dans la culture cellulaire
pourrait aussi s'expliquer par une exacerbation de l'effet cytopathogène de
l'un des virus-hôtes normaux de la lignée sous l'effet de l'introduction du
virus d'Oryctes.
Nous avons donc entrepris, en co11aboration.avec Mr
LOUIS,_de la Station de Pathologie Comparée de S~int-Christo1-1ès-A1ès, une
expérimentation pour vérifier la réalité de la mprphogénèse intracytop1asmi-
que du virus par incorporation de thymidine tritiée.
3 - Discussion
Après purification en gradients successifs de saccha-
rose, l'observation de particules virales colorées à l'acétate d'uranyle ou
au PTA montre que certains virions sont dans différents états de dégradation.
Des capsides nues, vides ou plus ou moins pleines, peuvent être vues. A côté
de particules virales intactes, quelques virions sont pénétrés par le colo-
rant. On note des fragments d'enveloppe •.
L'utilisation, pour la coloration des grilles, du mo-
1ybdate d'ammonium 2,5 % additionné de 1 à 2 % d'acétate d'ammonium, permet
de réduire considérablement le pourcentage de particules dégradées. Cette dé-
térioration paraît devoir être imputée au choc osmotique dû au colorant. De
la même façon, une ~i1ution trop rapide des bandes de gradients pour abaisser
leur concentration suffit.à. dégrader les virions. _.
Cette sensibilité au choc osmotique ne se retrouve pas
à un tel degré chez les Bacu10virus de Lépidoptères. Ainsi, nous avons pu PDJ-
vaquer la sortie de la nucléoprotéine de la capside du virus d'Oryctes rhino-
ceros L. par simp1e.co1oration à l'acétate d'uranyle 1 %. La coloration de vi-
rions de po1yédrosenuc1éaire du_Lépidoptère Lymantria dispar dans les mêmes
conditions n'a .. donné aucun résultat comparable. Par contre, cette même techni-
que a permis d'observer la nucléoprotéine du virus de po1yédrose nucléaire du
Diptère TipuZa paZudosa M.
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L'observation de coupes de culots de virus purifiés
ne nous a pas permis de préciser, avec certitude, l'existence du prolongement
apical de l'enveloppe observé en coloration négative et déjà signalé. Il est
possible que ce prolongement corresponde à un artéfact dû à la coloration et
que l'aspect de la particule observée soit causé par l'accumulation de colo-
rant dans une dépression latérale à la capside liée à la souplesse et aux
tailles relatives de l'enveloppe et de la capside. Toutefois, de nombreuses
images permettent de penser que ce prolongement existe réellement sur certai-
nes particules (Pl. XXXXIII, fig. 86 ; Pl. XXXXV, fig. 88 ; Pl. LXIII, fig.
135, et Pl. LXVII. fig. 143) mais n'est pas un caractère constant. Son exis-
tence pourrait s'expliquer par un resserrement de l'enveloppe lâche autour
de la capside virale. Ce caractère se retrouve, à un degré moindre, chez les
Baculovirus de po1yédrosesnuc1éaires et de granu1oses. Par ailleurs, l'attaque
sélective du Triton X 100 sur les extrémités de l'enveloppe montre que sa
structure est probablement hétérogène.
L'existence d'une couche intermédiaire de l'enveloppe,
constituée de sous-unités de 20 nm assimilables à des pép10mères selon FENNER
(1968), rapproche le virus d'O. phinoaepos L. des Bacu10virus de Lépidoptères.
Ainsi que nous l'avons déjà dit (chapitre III), HARRAP (1972) et SUMMERS et
VOLKMAN (1976) ont montré que ces structures existaient chez deux Bacu1ovirus.
De même, la présence de deux nuc1éocapsides dans une
même enveloppe rappelle certains Bacu10virus de po1yédrose nucléaire où plu-
sieurs nuc1éocapsides sont également enfermées dans une même enveloppe. Il
faut toutefois souligner la rareté de ce phénomène dans le cas du virus
d 'Oryatea.
L'observation de formes longues de virus a été fré-
.quemment rapportée sur coupes de cellules infect.ées par des Bacu10virus de
polyédrose nucléaire. Par contre, les deux feuillets épais, obturant chacune
des extrémités de la capside, paraissent être une caractéristique .. du virus
d'Opyates rhinoaeros L., le différenciant des Baculovirus.de po1yédrose nu-
cléaire ou de granu1ose, bien que certaines particules. de polyédrosesnuc1é-
aires présentent parfois des apex de capsides épaissis (HARRAP, 1972). L'ob-
servation de telles images reste cependant un phénomène exceptionnel et
l'existence d'un double feuillet n'a jamais été signalée, à notre connaissance,
chez ces virus ou ceux de granu1oses.
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Les études effectuées, en coupes de tissus infectés,
sur certains virus autres que ceux de Lépidoptères et d'Hyménoptères, lais-
sent prévoir une structure similaire de la capside, Des observations complé-
mentaires en coloration négative, de particules de ces Baculovirus, mettront
probablement en évidence l'obturation des extrémités de leur capside par un
double feuillet plan, comme liont récemment montré BERGOIN et GUELPA (1977),
sur le virus de polyédrose nucléaire du Diptère Tipula paludosa M. La taille
des sous-unités visibles sur la capside de 2,4 à 2,5 nm paraît légèrement
plus faible que celle donnée par HARRAP (1972) pour les capsides des virions
de deux polyédroses nucléaires de Lépidoptères. Toutefois, nous avons pu met-
tre en évidence, en collaboration avec BONAMI, l'existence de sous-unités de
8 nm sur la capside du Baculovirus du crabe Carainus maenas (Pl. LXVIII, fig.
145). Il semblerait donc que la taille de ces sous-unités puisse ne pas être
un caractère constant pour l'ensemble des Baculovirus.
Les comparaisons des longueurs de la capside et de la
structure nucléoprotéinique permettent de penser que celle-ci peut être en-
roulée en hélice le long de la face interne de la capside. si une telle hypo-
thèse était exacte, on devrait observer de façon constante, sur les coupes
transversales de particules, aussi bien dans les noyaux des cellules que sur
les coupes de virions purifiés, un décentrage de l'acide nucléique par rap-
port à l'axe de la capside. Nous n'avons pas observé un tel phénomène. Au
contraire, sur toutes les coupes observées, la zone intracapsidaire fortement
opaque aux électrons, paraît au centre de la capside (Pl. LVIII, fig. 122 ;
Pl. LXV, fig. 138-139 ; Pl. LXVII, fig. 142).
Sur les coupes transversales de particules, le diamè-
tre de la zone correspondant à la nucléoprotéine paraît supérieur à celui de
ces structures vues en coloration négative. Enfin, sur certaines coupes lon-
gitudinales de particules, nous avons pu observer la présence de stries trans-
versales fortement colorées (Pl. LVIII, fig. 122), pouvant correspondre aux
deux brins de la tresse. Leur position transversale pourrait être due à une
compression longitudinale de la tresse dans la capside, ce qui expliquerait
les différences de longueur et de diamètre observées.
Par dégradation de la structure nucléoprotéinique,
la molécule d'ADN paraît repliée sur elle-même de nombreuses fois. Les figures
de déploiement obtenues sur grille par choc osmotique, à l'aide d'acétate
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d'uranyle 1 % ou par dégradation de la particule virale, ont permis d'émettre
quelques hypothèses sur la façon dont la molécule d'ADN est repliée dans la
capside. Cette sortie a été observée sur de nombreuses particules virales :
dans la plupart des cas, la structure nuc1éoprotéinique se présente sous la
forme.d'un seul brin. Parfois, ce brin principal laisse échapper un brin de
.diamètre. inférieur, ce deuxième pouvant lui-même montrer le même processus
(Pl. L~ fig. 103-104), Trois diamètres successifs ont, ainsi, été observés.
Sur certaines particules, deux brins sortent de la capside, Dans ce cas, un
des deux brins a parfois une longueur double de celle de l'autre et son dia-
mètre est approximativement de moitié.
SCHVEDCHIKOVA et al. (1968) ont proposé un schéma de
repliement de la molécule d'ADN du virus de granu10se du Lépidoptère Dendro-
limus sibepicus. Ce schéma consiste en un repliement de la molécule circulai-
re superhé1icoide, à mi-longueur. Les deux brins, ainsi formés,.s'enrou1e-
raient ensuite pour former une structure. linéaire. Par. repliement autour du
milieu de cette structure, deux nouveaux brins d'ordre 2 seraient obtenus.
Ceux-ci s'enrouleraient l'un autour de l'autre pour constituer une nouvelle
structure linéaire qui, par repliement et enroulement d'ordre 3, redonnerait
une structure similaire, et ainsi de suite .0'
Le nombre maximal de repliements successifs peut être
estimé en fonction de la longueur de la molécule circulaire et de la structu-
re finale partiellement détendue. Un calcul très simple, ne tenant pas compte
de la réduction de longueur des formes linéaires dues à l'enroulement des
brins, montre que le nombre de repliements successifs ne saurait dépasser 6.
Dans le cas de la nucléoprotéine du virus d'O~yctes,
nous avons obtenu des images de nucléoprotéines se présentant sous forme de
deux brins de longueur et d'épaisseur.différentes (Pl, LI, fig. 105-106). Sur
ces images, l'épaisseur.du.brin.A est approximativement le double. de celle du
brin.B. Leurs10ngueurs sont. dans un rapport proche de 2. Un tel processus de
déploiement est peu concevable avec le schéma proposé par.SCHVEDCHIKOVA.
L'hypothèse d'un.rep1iementavant l'enroulement des brins suivant le schéma
(Pl. LXIX, fig. 146) rendrait possible l'obtention.d'une telle image par dé-
.p1oiement partiel de l'une des extrémités. Toutefois, le caractère exception-
nel de telles images ne nous permet pas d'éliminer l'hypothèse d'une rupture
de la molécule suivie d'un déploiement partiel.
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Il parait important de remarquer que la structure
tertiaire de la molécule d'ADN, ou structure en tresse, ne peut être mainte-
nue que par la présence de la protéine qui l'accompagne.
Les études de morphogénèse du virus, dans des zones où
existent de fortes réactions de l'hôte,montrent que la capside du virus peut
être formée sans la molécule d'ADN, Ce fait, ainsi que la possibilité de sé-
parer la nucléoprotéine de la capside, laissent penser à une certaine indé-
pendance des deux structures.
La présence, chez le virus d'O, phinoaepos L., d'une
structure nuc1éoprotéinique intracapsidaire (MONSARRAT et al., 1975) ne nous
semble pas constituer un caractère particulier parmi les Bacu1ovirus. L'exis-
tence de filaments de tailles variables a été montrée, après traitement alca-
lin ou choc osmotique, par quelques auteurs. BENZ (1963), VAGO (1964), PONSEN
(1965), HARRAP et JUNIPER (1966) ont décrit de tels filaments chez des virus
de po1yédroses nucléaires de Lépidoptères. C'est toutefois à SCHEDCHIKOVA et
al. (1968, 1970) que revient le mérite d'avoir relié cette structure à la mo-
lécule d'ADN. Récemment, REVET et GUELPA (en préparation) ont montré la pré-
sence d'une structure nuc1éoprotéinique sur le virus de po1yédrose nucléaire
de TipuZa paludosa.
Comme dans le cas de la po1yedrose nucléaire du Dip-
tère Rhynahosaiapa angelae (STOLZ et al" 1973), il semble bien que les mem-
branes presentes dans le nuc1éop1asme soient des formations de novo et non
dues à la prolifération de la membrane interne du noyau, comme l'hypothèse
en avait été formulée pour d'autres Bacu1ovirus. (SUMMERS et ARNOTT, 1969).
En effet, l'épaisseur de ces membranes ou des enveloppes paraît plus faible
que celle de la paroi interne du noyau. Nous n'avons pas noté, d'autre part,
de prolifération de cette paroi sur les coupes observees. Il aurait fallu,
cependant, des coupes sériées sur l'ensemble du noyau pour s'assurer qu'un
tel phénomène n'existait pas.
L'interprétation des vacuoles cytoplasmiques des cel-
lules sanguines pose un problème délicat tant que la réalité de la morphogé-
nèse cytoplasmique du virus n'a pas été infirmée ou prouvée.
Comme nous l'avons précédemment signalé, il nous paraît
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que l'on peut attribuer à certaines de ces structures la valeur de vacuoles
de phagocytose. L'existence dans ces cellules d'un processus de "release" vi-
ral conduisant à la formation de vacuoles cytoplasmiques semble pouvoir être
avancé. Des travaux complémentaires seraient nécessaires, tant en culture
cellulaire que par examen de cellules sanguines in vivo, pour préciser la si-
gnification des vacuoles intracytoplasmiques des cellules sanguines.
Par sa localisation intranucléaire, la morphogénèse
du virus diOryates rhinoaeros L. se rapproche plus de celle des agents de po-
lyédroses nucléaires (HARRAP, 1972 ; HARRAP et ROBERTSON, 1968 ; MAC KINNON
et al., 1974) que de celle des virus de granuloses (ARNOTT et SMITH, 1968 ;
SUMMERS et ARNOTT, 1969). Comme pour les premiers, l'envoloppe paraît être
une formation de novo (PAVAN et al., MAC KINNON et al., 1974 ; KNUDSON et
HARRAP, 1976). Son acquisition par la particule virale est intranucléaire.
Enfin, la présence de virions entre les feuillets de la membrane nucléaire et
de particules dans le cytoplasme peut faire penser à un phénomène de "release"
du virus tel qu'il a été décrit chez le virus de polyédrose nucléaire d'Hy-
phantria aunea (INJAC et al., 1971) et, plus récemment, chez d'autres agents
de polyédrose nucléaire en culture cellulaire (KNUDSON et HARRAP, 1976 a) et
in vivo (KNUDSON et HARRAP, 1976 b).
La morphogénèse du virus d'Oryates présente toutefois
certaines caractéristiques qui la différencient des précédentes. Sur les cou-
pes de noyaux infectés, nous n'avons jamais observé la présence de stroma vi-
rogène (XEROS, 1956) aussi nettement individualisé que dans les polyédroses
nucléaires. Si, dans le cas de ces dernières, la formation et le remplissage
des capsides par la nucléoprotéine se produit à la périphérie du stroma, dans
le cas du virus diO. rhinoaeros L., l'absence de capsides nues permet de pen-
ser que cette étape se produit à l'intérieur des vésicules préfigurant les
enveloppes (Pl. LXII, fig. 133).
L'absence de capsides nues rapproche la morphogénèse
de ce virus à celle de l'agent de la maladie intestinale du Coléoptère Gyri-
nus natator décrite par GOURANTON (1972). Toutefois, la formation de la nu-
cléocapside ne se produit pas dans une structure cylindrique qui donnerait
l'enveloppe, mais dans des vésicules membraneus~s ouvertes semblables aux
précurseurs des enveloppes observées par STOLZ et al. (1973) dans les polyé-
droses nucléaires du Diptère Rhynahosaiara angeZae.
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Une autre caractéristique du virus d'Oryates consiste
en l'absence ou la rareté de corps d'inclusion comparables à l'un ou l'autre
type observés généralement chez les autres Baculovirus (chapitre B, 4). Rap-
pelons que certains Baculovirus ne paraissent pas former de corps d'inclusio~
C'est le cas notamment de ceux des Acariens Panonyahus uZmi et P. ai tri , du
Coléoptère Gyrinus nata toP et probablement du crabe Carainus maenas (BAZIN et
al., 1975).
Par sa morphogénèse et son architecture générale, le
virus d'Oryates rhinoaeros L. semble appartenir à la famille des Baculovirus.
Un certain nombre de caractéristiques le différencient cependant des polyé-
droses nucléaires de Lépidoptères et des granuloses. Ce sont :
- sa fragilité,
- son enveloppe très lâche,
- sa capside terminée par un double feuillet plan,
- l'absence de corps d'inclusion,
- sa capside formée à l'intérieur de l'enveloppe.
Certaines de ces caractéristiques de structure et de
morphogénèse semblent le rapprocher des autres Baculovirus de Diptères et de
Coléoptères.
c
c 0
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D - ACIDE NUCLEIQUE
La taxonomie virale faisant largement appel aux pro-
priétés biophysiques du génôme, nous avons entrepris d'étudier l'acide nucléi-
que du virus d'Oryates rhinoaeros L. En raison de la difficulté à déprotéini-
ser les suspensions d'ADN de ce virus, l'ADN viral a été extrait par action
d'un détergent, le sarkosy1, d'une enzyme protéolytique, la protéinase K et
du phénol (chapitre IV).
1 - Spectre d'absorption de l'ADN
Le spectre d'absorption de l'ADN est présenté Pl.
LXX, fig.147. Les rapports des densités optiques à 260 et 280 et à 260 et 230
sont respectivement de 1.76 et de 1,75. Le taux de G + C déduit des valeurs
de la densité optique le long du spectre UV est de 40 %.
2 - Densité apparente
La densité apparente de l'ADN a été déterminée par
centrifugation analytique selon la technique MESELSON et al. (1957). Dans un
premier temps. les marqueurs utilisés sont_l'ADN du phage 2 C et celui du
phage T 4. La densité trouvée en milieu neutre est de 1,703 g/cm3 et de
1,7165 g/cm3 en milieu alcalin (Pl. LXXI, fig. 148-149). L'augmentation de
densité apparente après traitement dénaturant est caractéristique d'un ADN
bicaténaire.
La valeur trouvée étant très proche de celle de l'ADN
du phage SP 50, une deuxième détermination a été réalisée en utilisant cet ADN
comme marqueur (Pl. LXXII, fig. 150).
L'examen des clichés obtenus après 24 h de centrifu-
gation en présence de l'ADN du phage SP 50 montre la présence d'un seul pic
d'ADN. La valeur de la densité apparente de l'ADN du virus d'Oryates peut
donc être considérée comme égale à celle du phage SP 50, soit 1,703 g/cm3
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d'après TRUFFAUT et al. (1970). Le pourcentage de G + C calculé à partir de
cette valeur au moyen de l'équation de SCHILDKRAUT et al. (1962) est de
43,87 %,
3 - Température de fusion
La courbe de fusion de l'ADN du virus d'Oryates a été
déterminée selon les modalités décrites au chapitre IV en tampon SSC.
L'ADN du phage T 7 a été utilisé comme témoin pour
l'établissement de la courbe de fusion de l'ADN du virus. Par l'hyperchromi-
cité manifestée sur une courte plage de température (Pl. LXXIII, fig. 151),
elle est caractéristique d'un ADN bicaténaire. La température moyenne est de
87,3°C, Le pourcentage de G + C correspondant à cette température, d'après
l'équation de MARMUR et DOTY (1962),est de 43,92 %. Cette valeur est en bonne
concordance avec la valeur déduite de la densité apparente.
4 - Coefficients de sédimentation
La détermination des coefficients de sédimentation a
été réalisée en centrifugation analytique de bande par la technique de VINO-
GRAD et al. (1963) et selon les modalités décrites au chapitre IV.
En solution neutre de chlorure de cesium 3 M, l'ADN
du virus d'Oryates se sépare en 2 constituants de coefficients de sédimenta-
tion respectifs 86 S et 52 S.
En milieu alcalin, 3 composants successifs apparais-
sent. Le premier a un coefficient de sédimentation élevé de 267 S. Une bande
apparaît ensuite, se séparant en 2 constituants dont les coefficients de sé-
dimentation respectifs sont de 62 S et 55 S.
L'existence de profils de sédimentation d'ADN bicaté-
naires montrant 3 composants en neutre et 3 en alcalin a été plusieurs fois
signalée~ pour des ADN viraux tels que ceux du polyome (WEIL et VINOGRAD,
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1963) et de SV 40 (SEBRING et al., 1971) et pour des ADN de vertébrés ou de
bactériophages tels que PM2 (ESPEJO et al., 1969).
L'existence, dans les solutions d'ADN, de trois popu-
lations de molécules ayant des coefficients de sédimentation différents, cor-
respond à diverses configurations de la même molécule.
En centrifugation en milieu neutre, le premier compo-
sant rapide correspond à la forme circulaire hélicoïdale, native de l'ADN,
appelée forme 1.
Le deuxième composant est constitué par la population
de molécules relaxées. Ces molécules, dites de forme II, dérivent de la forme
l par l'existence d'une ou plusieurs cassures sur l'un des deux brins. Celle-
ci entraîne la perte de la. superhélicité.
Un troisième composant peut apparaître en milieu neu-
~'.~
tre. Il est formé de molécules ayant subi des cassures aux mêmes endroits sur
les deux brins. Ces molécules linéaires sont dites de forme III (Pl. LXXIV,
fig. 152).
En milieu alcalin, les molécules de forme l, sous
l'effet de la dénaturation et de la contrainte topologique.liée à la ferme-
ture des deux brins de la molécule,.forment un amas compact et acquierrent,
de ce fait, un coefficient de sédimentation très élevé. Les deux brins des
molécules de forme II pourront se séparer par dénaturation et donneront une
molécule circulaire simple brin et une molécule linéaire (Pl. LXXIV, fig. 152).
Dans le cas de l'ADN du virus d'Opyates, les deux
constituants observés en milieu neutre correspondent aux formes l et II de
l'ADN, comme le montre l'existence de 3 constituants en milieu alcalin.
5 - Courbes de renaturation
Deux essais de tracés de la courbe de renaturation de
l'ADN du virus d'Opyates ont été effectués selon les techniques de BRITTEN
et KOHNE (1968) et WETMUR et DAVIDSON (1968).
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Après fragmentation de l'ADN par les ultrasons, con-
trôle de l'homogénéité et de la taille des fragments par centrifugation ana-
lytique, l'ADN a été dénaturé par la chaleur. La cinétique de renaturation a
été suivie, à une température inférieure de 10 D C à la température de fusion,
par mesure de la densité optique. Des ADN fragmentés des phages SP 50 et T 7
ont été utilisés. Les courbes de variation de
At - Au.
en fonction du temps, où AO représente l'absorption après dénaturation, ~
l'absorption avant dénaturation et At l'absorption à l'instant t, ont été
tracées. Ces courbes sont assimilables à des droites. Leur pente dépend de
la vitesse de renaturation, c'est-à-dire, dans les conditions de l'expérien-
ce, de la probabilité, pour un fragment dénaturé, de rencontrer un fragment
complémentaire. Dans le cas de répétitions multiples de l'information, et à
la condition que la taille des brins soit correcte, la pente de la droite
doit être plus élevée qu'en l'absence de séquences répétitives.
Les résultats sont présentés Pl. LXXV, fig. 153-154.
Les pentes des droites obtenues paraissent compatibles avec un génô~e ne com-
portant pas ou que peu de longues séquences répétitives.
6 - Gradients à l'équilibre en présence de bromure d'ethi-
~,"'tiium ou de diiodure de propidium
Certaines molécules cycliques, comme le bromure d'ethy-
dium (BET) ou le diiodure de propidium (DIP),ont la propriété de pouvoir s'Ur
terca1er entre les brins des molécules bicaténaires d'ADN en modifiant leurs
propriétés (FULLER et WARING, 1964). Ces molécules, en s'intercalant, provo-
quent une rotation de l'un des brins autour de l'autre. Celle-ci paraît être
de sens opposé à celle des brins entre eux. L'affinité de ces molécules pour
l'ADN varie, à concentration suffisante, avec la forme de l'ADN. Elle est
plus importante pour la forme II que pour la forme 1. En outre, pour diffé-
rentes molécules de forme l, l'affinité des colorants varie comme la densité
en supertours.
Le volume spécifique partiel du colorant lié à l'ADN
est de 1,02 ml/mg. Cette valeur élevée entraîne un abaissement de la densité de l'ADN.
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La centrifugation d'ADN en gradient de densité de chlo-
rure de cesium, en présence d'une quantité suffisante de BET ou de DIP, per-
met donc de séparer les formes l et II. En outre, la distance entre les ban-
des permet une évaluation de la densité en supertours de la molécule.
Dans le. cas du virus.d'Oryctes, la centrifugation en
présence de BET ou de DIP a permis la mise en. évidence de deux bandes dis-
tinctes. L'une,majeure, correspond à la forme II de l'ADN tandis que la bande
inférieure, mineure, correspond à la forme l (Pl. LXXVI, fig. 155). La compa-
raison avec les résultats des.centrifugations des ADN du phage PMZ et du vi-
rus SV 40,réalisées simultanément,montre que la superhélicité de la molécule
de forme l de .. 1' ADN du virus d 'Oryct6s est inférieure à celle de l'ADN des
deux témoins. La densité en supertours de l'ADN du virus d'Oryctes, calculée
d'après la relation linéaire établie par BAUER et VINOGRAD (1970) et GRAY et
al. (1971) entre la distance. entre les bandes et la superhélicité, est très
proche de zéro.
7 - Mi~roscopie électronique
L'étalement des molécules d'ADN sur les grilles a été
réalisé ..par .différentes techniques .dérivées du procédé KLEINSCHMIDT et ZAHN
(1959). La technique de DAVIS et al. (1971) à la fDrmamide nous a donné les
meilleurs résultats. Des étalements sans apport de protéine ont été en outre
réalisés par la technique de DUBOCHET et al. (.1.971) (PL LXXVII, fig. 156).
Les préparations ont été contrastées au. platine-palladium par ombrage rotatif.
L'ADN du phage PMZ a été utilisé comme étalon interne
pour la mesure des. longueurs des molécules (Pl. LXXVIII, fig. 157). Environ
85 molécules.de.PMz et 35 molécules d'ADN du. virus d'Oryates ont été mesurées
sur photographies •. La moyenne des tailles mesurées pour .l'ADN de PMZ, dans
nos conditions expérimentales, est de 3,54 ~ O,Z ~m. Celle des molécules de
l'ADN du virus.d'Oryates rhinoaeros L. est de 44 ~m. Le rapport entre ces
deux molécules est de lZ,46.
Si nous acceptons pour le poids moléculaire de l'ADN
du phage PM2 la valeur de 6 J 4 • 106 dal tons fournie par ESPEJO et al. (1969),
le poids moléculaire de l'ADN du virus d'Oryates est de 80 • 106 daltons.
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L'examen des grilles de solutions d'ADN a, en outre,
permis de reconnaître la présence de trois formes de molécules. La très fai-
ble superhélicité de la molécule dans la solution utilisée rend difficile la
distinction entre les formes l et II de la molécule d'ADN. Toutefois, certai-
nes configurations (Pl. LXXIX, fig. 158, et Pl. LXXX, fig. 159) ont pu être
respectivement attribuées aux deux formes. Afin de vérifier, en microscopie
électronique, l'existence de la forme l, des étalements en présence de BET
ont été réalisés. Certaines molécules présentaient une partie de leur lon-
gueur en forme l et une partie en forme II relaxée (Pl. LXXXI, fig. 160).
L'explication que l'on peut avancer de ce phénomène est la formation d'une
cassure sur l'un des deux brins de la molécule au moment de l'étalement sur
la grille. Etant donné la longueur de la molécule, la relaxation des super-
tours,qui s'est produite à partir de la cassure,n'a pu se propager à l'ensem-
ble de la molécule avant la fixation sur la grille.
Nous avons pu observer une molécule présentant deux
parties symétriques en forme l (Pl. LXXXII, fig. 161). Il est probable que,
dans ce cas, deux cassures se sont produites sur les brins élémentaires.
C'est là une démonstration complémentaire de la superhélicité de la mol~cule
circulaire d'ADN.
Pour tenter de vérifier la forme de la molécule d'ADN
dans la particule virale, nous avons provoqué sa libération par choc osmoti-
que et procédé à des examens avec et sans BET. Les résultats montrent que le
BET provoque la torsion des fragments libres de la molécule (Pl. LXXXIII,
fig. 162-163). On peut en déduire que, dans ces fragments, la molécule est
sous contrainte.
8 - Discussion
La bicaténarité de la molécule d'ADN est montrée par
sa dénaturation thermique, la dénaturation alcaline et l'effet d'adjonction
de bromure d'ethidium (BET) ou de diiodure de propidium (DIP). Elle est con-
firmée par son. augmentation de densité en. centrifugation analytique alcaline
et par la microscopie électronique.
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Le caractère circulaire. fermé. de la molécule est
montré par l'existence de 3 composants en centrifugation analytique alcaline
et de 2 composants en centrifugation neutre. De plus. la microscopie électro-
nique a permis de visualiser la molécule d'ADN circulaire.
La stabilité de cette structure à différentes mo1ari-
tés et pH du tampon permet de penser que la molécule est refermée sur e11e-
même par des liaisons covalentes et non par l'intermédiaire d'une protéine.
La détermination du poids moléculaire de l'ADN a été
réalisée par deux techniques différentes.
Les valeurs trouvées pour les coefficients de sédi-
mentation des formes 1. II et III de l'ADN permettent. par l'application des
formules de HUDSON .et VINOGRAD (1969) pour la forme II et de FREIFELDER
(1970) pour la forme III alcaline. des estimations du poids moléculaire.
Elles sont respectivement de 60 • 10 6 daltons et 70 • 106 daltons.
Nous remarquons une grande différence entre ces va-
leurs. Deux causes de variation peuvent être avancées. La première concerne
les réserves que l'on peut faire quant à la validité des formules quand alies
sont utilisées pour des ADN de haut poids moléculaire. En.effet. ces formu-
les ont été établies sur des ADN de poids moléculaires beaucoup plus faibles.
Une deuxième cause d'erreur peut être liée à une déprotéinisation incomplète
de l'ADN. Nous avons déjà signalé les difficultés rencontrées à ce niveau. La
présence de quelques molécules protéiniques liées à l'ADN est susceptible de
réduire de façon sensible la vitesse de sédimentation. Toutefois. l'ensemble
des résultats obtenus. et notamment la concordance entre les valeurs du pour-
centage de G + C. fournies par la densité et la température de fusion. mon~re
que la déprotéinisation de l'ADN était très poussée. Nous n'accordons qu'une
valeur indicative à ces données en raison de leur hétérogénéité et considé-
rons. comme beaucoup plus fiable. la détermination du poids moléculaire par
mesure de la longueur des molécules. Les premières estimations réalisées
(REVET et MONSARRAT. 1974) avaient été faites sans utilisation d'un marqueur
interne. A la suite de différents travaux (DELAIN. 1975. 1976) montrant la
possibilité. d'étirement des.mo1écules lors de l'étalement. une.détermination
plus précise a.été réalisée à l'aide du phage PM2 comme étalon interne. L'hy-
pothèse implicite. dans ce travail. est que l'amplitude des changements de
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longueurs des molécules liés à la technique dépend uniquement de la lon-
gueur de l'ADN et sont proportionnels à celle-ci pour toutes les molécules
d'une préparation. Nous considér.ons la valeur du poids moléculaire de lVADN
du virus d'Oryates rhinoceros L, obtenue par cette technique comme l'estima-
tion la plus vraisemblable,
l'obtention d'un pic unique avec l'ADN du phage SP 50
et l'utilisation d ~ un deuxième ma.rqueur permettent d'espérer une bonne dét.er-
mination de la densité de l'ADN. Le pourcentage de G + C correspondant à
cette valeur est de 43,8 7 %,
La température de fusion de l'ADN du virus d'Oryctes
est de 8 7 ,3'C. ce qui correspond à un pourcentage de G ~ C de 43,92 %. Ces
deux valeurs obtenues sont en très bonne concordance.
Les études réalisées sur la répétition de l'informa-
tion sont trop fragmentaires pour qu" une conclusion définitive puisse en être
tirée. Toutefois, SCHEVDCHIKOVA et TARASEVITCH (197 1 ) ont montré la présence
sur l'ADN du Baculovirus de Dendro~imus sibericus et de Agrotis segetum, de
fragments infectieux d'environ 2,106 daltons. Si l'information se répétait
tous les 0,5 )Jm sur la molécule d'ADN, la pente de la droite de renaturation
aurait ~té très élevée. Dans les expérimentations menées, la pente de cette
droite correspond à un poids moléculaire élevé du génôme plus important que
celui de T 7 (25 . )06 daltons) et du même ordre de grandeur que celui du
phage SP 50, soit envi.ron JOO .106 daltons. Il ne semble pas, au vu des ré-
sultats de cette expérience, que l~information portée par la molécule diADN
soit répétée un grand nombre de fois.
L'ensemble des propriétés biochimiques et biophysi-
ques de son génôme permettent de classer définitivement le virus d'Oryctes
rhinocero8 L, parmi les Baculcvirus. Les valeurs obtenues PoUY son poids mo-
léculaire, sa densité, son pourcentage en G + C et sa structure correspondent
aux résultats donnés par SUMMERS et ANDERSON (\972 a, 1972 b, 1973) sur 5 Ba-
culovirus de Lépidoptères, ainsi que ceux obtenus pour les ADN des Baculovi-
rus du Diptère Tipula paZ.udosa Meig CREVET et GUELPA, en préparation) et de
la crevette Penaeus duorarum Burk (SUMMERS s 19 77, communication personnelle),
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Un tableau récapitulatif des caractéristiques des ADN
du virus d'OI'yates, du phage PM2 ainsi que de celles de l'ADN du virus de
Tipula paludosa obtenues dans les mêmes conditions par REVET et GUELPA est
présenté en annexe (TABLEAU 1).
La valeur trouvée pour le poids moléculaire de l'ADN
du virus d'OI'yates est toutefois sensiblement inférieure à celles trouvées
par ces auteurs pour les ADN de Baculovirus de Lépidoptères et de Diptères.
Les valeurs des caractéristiques biophysiques et bio-
chimiques de l'ADN du virus d'OI'yates ont été vérifiées dans un travail ulté-
rieur par PAYNE (1974).
o
o 0
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E - PROTEINES CONSTITUTIVES
L!ensemble du travail sur les protéines du virus
d'Oryctes a été réalisé en collaboration avec 1. GOUREVITCH.
L'étude des protéines constitutives de la particule
virale a été conduite par électrophorèse en gel de polyacrylamide à 7,5, 10
et 12 % en présence de SDS.
La localisation de certaines protéines, par électro-
phorèse de constituants de la particule virale séparés par dégradation ména-
gée, a été tentée.
Enfin, nous avons précisé les caractéristiques de la
protéine majeure ayant la plus grande mobilité électrophorétique et que nous
appelons : protéine rapide.
n - Etude des protéines constitutives
Le profil électrophorétique de la particule virale en
SDS est représenté Pl. LXXXIV, fig, 164. Dix polypeptides différents ont été
mis en évidence. Leurs poids moléculaires sont indiqués dans le tableau ci-
après :
u après PAYNE et al., 1977
12.800 daltons 9.700· daltons
2 17,500 " 2 12.500 li
3 25.500 " 3 17.200 Il
4 29.200 " 4 20.500· li
5 31.750 " 5 25.300 li
6 35.300 " 6 29.500 li
7 42.600 Il 7 33.300 li
8 52.000 li 8 45. 100 li
9 61.000 Il 9 48.500 li
10 71. 000 li 10 58.900 li
Il 68.500 li
12 75.700 li
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Dans.un.premier article, PAYNE (1974) avait publié
l'existence de.l.l.po1ypeptides6 Dans un article plus récent (PAYNE et al.,
1977), il signale la présence' de 12 polypeptides, dont 10 correspondent à
ses anciennes' déterminations, 2 sont nouveaux·et le polypeptide de poids mo-
1écu1aire41.300 n!est.pas retrouvé. Les estimations de cet auteur sont
portées.dans le tableau ci-avant.
Dans nos expérimentations, nous avons constaté une
diminution progressive du pic correspondant au peptide dont· le poids molécu-
laire indiqué.par.PAYNE était de 9.700, en fonctiondu.degré de pureté de la
préparation vira1e~.Nous avons donc hésité à attribuer,à cette bande la valeur
de protéine constitutive. Cette différence d'importance du pic est d'ailleurs
visible sur les é1ectrophorégrammes publiés par PAYNE dans ses deux notes suc-
cessives.
Dans l'état.actue1 de nos travaux, nous ne pouvons
décider si ce polypeptide est un contaminant normal des préparations virales
ou un composant.de la couche externe de l'enveloppe qui serait progressive-
ment' arracllé ..1ors des .gradientssuccessifs· de purification.
Une autre différence provient de la présence du po1y-
pepside de haut poids moléculaire (75.700) de PAYNE. Nous n'avons pas cru
pouvoir accorder_valeur. de polypeptide' à ce.pic.d'amp1itude très faible, par-
fois_absent-des. électrophorégrammes.
La troisième différence réside en l'existence,d'après
PAYNE, d'un.polypeptide.de 20.500 daltons. Là encore, en l'état actuel de nos
travaux, nous n' avon-s' pas'. cru devoir prendre en considération la légère dé-
formation,.non.constante,.du pic à 25500 daltons.
2 - Localisation des protéines
Ce travail, entrepris en 1976, n'a pu être mené à son
terme de façon entièrement satisfaisante. PAYNE.(1977) a.pub1ié la présence
de certains polypeptides dans.1a nuc1éocapside. Dans son travail, les nuc1éo-
capsides ont été.préparées par action du Nonidet P 40 (NP 40) sur le virus et
purification des nucléocapsides en.gradient de saccharose selon la technique
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de HARRAPetLONGWORTH (1914). Nous avions utilisé une technique similaire
qui faisait.appel au sarkosyi 1 %. Ce détersif nous a paru, à l'examen en mi-
croscopie électlronique, être plus' efficace que le NP 40. Le haut du gradient
contenant les enveloppes dégradées par le sarkosyl a subi une électrophorèse
en présence de SDS •. De'. plus, des électrophorèses des préparations de nucléo-
protéines suivant la technique déjà publiée (MONSARRAT et al., 1975) ont été
réalisées.
Les résultats sont présentés dans la tableau ci-après.
Nous insistons sur le caractère fragmentaire de ces données. Nous n'avons pu
procéder, en .effet, ,.aux répétitions de l'expérimentation indispensables à une
interprétation correcte. Les valeurs du tableau ne sont données qu'à titre
indicatif :
Polypeptides
constitutifs
2
3
4
5
6
7
8
9
Poids
moléculaire
(daltons)
13.000
25.600
29.200
31.000
37. 000
43.000
55.000
64.000
70.000
Enveloppes
54.000
62.000
69.000
Nuc1éo-
capsides
11.500
33.500
69.000
Nucléo-
protéines
12.500
69.000
(mineurs)
Il ressort de cette expérimentation qu'un certain nom.
bre de polypeptides n'ont été retrouvés dans aucune des fractions. Certains,
notamment celui de poids moléculaire 12.000-13.000 daltons, se trouvent uni-
quement dans les fractions nucléocapsides et nucléoprotéines. Une étude par-
ticulière de ce polypeptide de faible poids moléculaire a été entreprise.
3 - Etude de la protéine rapide
La présence de cette protéine dans la fraction nucléa-
protéinique du virus nous a incités à étudier sa basicité. Des électrophorèses
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analytiques en .gels de po1yacrylamide.de 16 c~ pour les protéines basiques
.selon PANYIN et CHALKLEY' (1969)·ont· été pratiquees sur des suspensions de vi-
rus purifié. Dans 'un tel système décrit.au chapitre IV, seules pénètrent dans
le gel les protéines basiques. Un système de' gels, selon PANYIN et CHALKLEY
(1971), a été utiiis~ pour la calibration' de la mobilité relative en fonction
du logarithme de-la masse moléculaire des protéines' basiques. Deux bandes de
protéines sont co1orab1es sur les gels de PANYIN et CHALKLEY (1969) à partir
de suspensions' virales brutes. Une' bande principale rapide de mobilité rela-
tive l,57, par rapport à l'histone Fra l (H 4), et une bande secondaire lente
de mobilité re1ative:0,37, par rapport à la même histone. Les tracés densito-
métriques (Pl. LXXXV, fig. 165) montrent que la bande principale migre entre
la bande de Fra l (H 4) et celles des protamines, tandis que la bande lente
secondaire migre moins vite que l'histone H 1.
Le tableau ci-après contient, pour chacune des pro-
téines, la masse moléculaire M, le nombre de charges positives Q (calculé à
partir de la composition ou' de la séquence des acides aminés et compte tenu
des résidus N.et C terminaux) et· la mobilité relative mr .dans les conditions
de l'électrophorèse (pH 3) ..
Protéines FI F3 F2b F2a2 Cyt c F2al Prota-
mine
M 21000 15300 13700 14500 12000 11300 4100
Q 65 31 31 27 23 26 21
mr 0,64 0,78 0,85 0,90 0,93 1,00 2,44
0,65 0,82 2,58
~x 100 0,98 2,6 2,74 3,31 4,03 3,85 ., 11,95Q
Oryates
BP BS
l,55 0,37
l,58 0,38
L'intensité de la bande lente secondaire variant avec
le degré de purification des suspensions virales, nous avons pensé qu'il s'a-
gissait d'un contaminant et nos efforts.se sont concentrés sur la bande rapide.
Une droite (Pl. LXXXVI, fig. 166) permet d'ajuster au
mieux les points obtenus en représentant log (m; xIOO) en fonction du poids
moléculaire M où mr est la mobilité relative à F2al établissant une relation
empirique entre la charge Q, la masse moléculaire et la mobilité relative.
Seul, le point représentatif de 1 'histone F2a2 s'écarte
- 138 -
de la droite tandis que celui correspondant à F3 ne peut être placé avec pré-
cision car la bande se confond en partie avec celle de F3. Le comportement
particulier de ces deux histones a été signalé par d'autres auteurs (SOMMER
et CHALKLEY, 1974). Une première caractérisation de la bande principale basi-
que du virus est donnée sous la forme de deux séries de valeurs correspondan-
tes de poids moléculaires et de charge.
Charges attribuées à la protéine basique principale (B.P.) d'Oryates selon la
masse moléculaire
M
6.000
8.000
10 .000
12.000
~x 100 QQ
8,9 15-16
6,6 24
4,9 32
3,65 43
Compte tenu de l'imprécision du tracé de la droite et
des importantes variations que ceci entraîne dans les valeurs des couples
M-Q, ce tableau ne saurait avoir qu'une valeur indicative.
La possibilité d'obtenir isolément la bande principale
à partir de suspensions de virus brut nous a incités à préparer cette protéi-
ne par électrophorèse sur un grand nombre de gels.
Les fragments de gels contenant la bande, repérée par
coloration.d'un gel témoin, ont été soumis à une électro-élution suivant le
dispositif.décrit ci-après et représenté Pl. VIII, fig. 15.
Le dispositif utilisé est composé d'un récipient en
verre, à ouverture par le fond, relié par un tube de silicone à un entonnoir.
Cette ouverture est obturée par un bouchon de gel de polyacrylamide à 10 %.
Les boudins de gels à éluer (une vingtaine) proviennent d'une série d'élec-
trophorèses réalisées avec le système de gels à pH 2,9 de PANYIM et CHALKLEY
(1969). Certains gels témoins ont été colorés par une méthode rapide à
l'amido-black afin de repérer la bande de la protéine à éluer.
Une partie de la protéine recueillie a été soumise à
une électrophorèse afin de vérifier si ses propriétés n'avaient pas été modi-
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fiées par l'é1ectro-é1ution. L'obtention d'une bande unique dans la position
attendue nous a rassurés. Une autre fraction a été employée pour des électro-
phorèses sur gels de po1yacry1amide-urée SDS, pH 7,6.
La masse moléculaire de.1a.protéine a pu être ainsi
située entre 12 et. 13.000 daltons sans.que l'on puisse être plus précis,
compte tenu des caractères particuliers des protéines basiques en gels de
po1yacry1amide SDS (PANYIM et CHALKLEY, 1971).
L'étude de la composition en acides aminés par analy-
seur automatique.a été réalisée après hydrolyse à 110°C par HC1 5,7 N pen-
dant 36 h dans un tube scellé sous vide selon SPACKMAN et al. (1958).
Dans cette expérimentation, nous avons comparé
- un échantillon d'histone H 4,
- un échantillon d'histone H 4 ayant subi une é1ectro-é1ution de 48 h,
- la protéine, obtenue par é1ectro-é1ution,des bandes principales basiques
du virus d'OTyates.
Composition en acides, aminés de l'histone H 4, de l'é1ectro-é1ution H 4 et de
l'é1ectro-élution bande BP virus d'Oy.yctes :
Histone H4
A (1) B t2)
E1ectro-é1u H4
C (2)
E1ectro-é1u BP
D (3)
Lys
His
Arg
Asp + Asn
Thr
Ser
Glu + G1n
Pro
G1y
A1a
Cys/2
Val
Met
Ile
Leu
Tyr
Phe
Il
2
14
5
7
2
6
1
17
7
°9
1
6
8
4
2
10,53
1,95
13,5
3,65
6,23
2,36
7,6
(3,02)
15,3
7,5
7,32
0,5
5
8
2,86
2,32
Il ,2
1,36
13,6
6, 1
6,2
3,5
7,9
2,86
22,4
Il , 1
7,05
4,9
8
2,14
2,0
0,72
7,9
1,93
1,26
7,15
2,01
2,13
5,8
5,25
0,7
0, 1
1,28
1
0,87
(1)
(2)
(3)
d'après
d'après
lytique
d'après
la séquence (DELANGE et al., 1969) ;
nos analyses sur la base Leu 8 sanS correction de perte hydro-
.,
l'analyse, en adoptant la base Leu = 1.
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La comparaison des valeurs obtenues dans les colonnes
A, B et C permet d'évaluer la validité de la technique d'é1ectro-é1ution en
ce qui concerne l'altération éventuelle de certains résidus dans le comparti-
ment anodique.
On remarque une augmentation de la glycine, de l'ala-
nine et de la sérine, et la disparition de la méthionine et de la tyrosine.
Nous avons noté, lors de l'analyse de la protéine basique du virus d'Oryctes,
l'apparition d'un pic précoce passant avant 1 vonde aspartique. Il nous paraît
possible d'attribuer la cause de ce pic à l'altération de certains résidus.
Toutefois, la conservation des propriétés é1ectrophorétiques de la protéine
témoigne d'une faible altération. Néanmoins, il y a, dans les résultats de
nos analyses, une incertitude sur les valeurs des résidus glycine, alanine,
sérine, méthionine et tyrosine dans la composition de la protéine basique
du virus d'Oryctes.
Sur la base Leucine = l, nous pouvons proposer la
composition approximative suivante: A1a 5-6, Arg 8, Asp + Asn 2, Glu + GLN
2, G1y 6, His l, Ile 1-2, Leu l, Lys 2, Met 1, Phe l, Pro 2-3, Ser 7-8, Thr
1-2, Tyr x, Val l, qui permet de calculer une masse moléculaire d'environ
4.200 daltons avec Il résidus basiques.
Avec une base Leu = 3, la masse moléculaire serait de
12.600 daltons avec 33 résidus basiques. Cette protéine a des caractères ba-
siques très marqués. Le rapport Lys/Arg est de 1/4.
4 - Discussion
Les techniques utilisées ont permis la mise en évi-
dence d'un certain nombre de polypeptides constitutifs du virus d'Oryctes
rhinoceros L. Nos résultats concordent de façon satisfaisante avec ceux de
PAYNE (1974) et PAYNE et al. (1977) en ce qui concerne les profils é1ectro-
phorétiques. Un certain nombre de différences apparaissent au niveau de l'éta-
lonnage et, par conséquent, de l'estimation des poids moléculaires. En outre,
nous n'avons pas cru pouvoir attribuer valeur de protéine constitutive à cer-
taines bandes mineures.
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·L'existence.d'une protéine basique correspondant à la
bande majeure des électrophorégrammes en présence de SDS a été montrée dans
le virus. Il semble. que cette protéine soit associée à l'ADN dans la structu-
re nuc1éoprotéinique mise. en évidence par ailleurs (cf. chapitre VI, C). L'ab-
sence de répétitions dans l'expérimentation ne nous permet cependant pas
d'être.affirmatifs sur ce point. Il est néanmoins probable, en raison de son
caractère basique très marqué, que cette protéine soit responsable de la neu-
tralisation des charges de l'acide nucléique viral, des difficultés rencon-
1
trées lors de la déprotéinisation de l'ADN et, dans une certaine mesure, de
la structure tertiaire de la molécule d'ADN.
Sur les coupes de particules, l'opacité aux électrons
du contenu de.la capside et la mise en évidence de la structure intracapsi-
daire lors de fixations insuffisantes à l'acide osmique plaident en cette fa-
veur (COURTENS et LOIR, 1975 a et b).
La liaison d'une protéine basique avec une molécule
d'ADN semble un phénomène relativement général. puisqu'il se retrouve dans la
chromatine des Eucariotes et dans le nuc1éoide d'Esahepiahia aoli (WORCEL et
BURGI, 1972.; BENYAJATI et WORCEL, 1972 ; FINCH et al., 1977). Dans le cas
d'EsahePiahia aoli, il s'agirait d'une petite protéine basique (ROUVIERE-
YANIV et GROS, 1975) tandis que, dans celui des Eucariotes, les histones H 3
et H 4 seraient responsables du phénomène d'empaquetage. En ce qui concerne
le virus d'OPyates, un pro~essus voisin est possible. En effet, sur certaines
micrographies (Pl. LV, fig. 113), des amas ressemblant à des nuc1éosomes ont
parfois été observés sur la molécule d'ADN.
Le profil é1ectrophorétique obtenu pour le virus
d'Oryates phinoaeros L. est compatible avec les quelques données bibliogra-
phiques concernant d'autres Bacu10virus (YOUNG et LOWELL, 1973 ; PAHDI et al.,
1976, GUELPA et al., 1977). Toutefois, les poids moléculaires trouvés par ces
auteurs pour les protéines rapides majeures sont sensiblement différents et
plus élevés. Il est donc possible que des différences notables existent au
niveau des protéines basiques parmi les représentants de la famille des Baau-
loviridae.
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CONSEQUENCES ECOLOGIQUES DE L1INTRODUCTION DU VIRUS
Lors d'un séjour de courte durée à Wallis, nous nous
sommes attachés à étudier les conséquences de l'introduction du virus dans
labiocoenose. En raison du temps dont nous disposions et des difficultés liées
à la répartition dans l'espace des populations du ravageur, nous avons choisi
d'étudier l'influence du virus sur l'évolution des dégâts d'Oryctes rhinoce-
ros L. aux cocotiers.
Une méthode d'échantillonnage originale basée sur la
phénologie du cocotier selon FREMOND et al. (1966) a dû être mise au point.
Lors de notre arrivée, le virus avait été introduit
à Wallis depuis 17 mois CHAMMES, 1971).
A - MISE AU POINT D'UNE METHODE D'ECHANTILLONNAGE
1 - Principe de la méthode
Nous avons pensé qu'une estimation de l'effet du vi-
rus sur les dommages causés aux cocotiers par O. rhinoceroB L. pouvait être
obtenue par la comparaison du niveau des dégâts sur les n palmes déployées
récemment (c'est-à-dire situées sur le haut de la couronne) et sur les n'
palmes les plus anciennement émises, formant le bas de la couronne. En pre-
nant pour base les données de FREMOND et al. (1966), nous avons cherché à es-
timer le nombre.n de palmes.déployées après l'introduction du virus et le
nombre n' de palmes soumises aux attaques du ravageur avant le début de l'ac-
tion de l'agent pathogène.
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si nous prenons le cas de cocotiers possédant 20 pal-
mes vertes déployées dans leur couronne, 1e.ca1cu1 du nombre n de palmes à
échantillonner sur le haut sera le suivant :
- La cadence d'émission - ou nombre mensuel de palmes émises par cocotier -
sera égale au quotient du nombre de palmes par leur vie en mois, c'est-à-
dire aura une valeur comprise entre ~~ = 0,833 et ;g = 0,666.
En 17 mois, le nombre de nouvelles palmes déployées par arbre sera com-
pris entre 17 x 0,833 14,16 et 17 x 0,666 = 11,32. En repérant les pal-
mes à partir de la plus récente (palmes du sommet), celle qui s'est dé-
ployée au moment de l'introduction du virus portera un numéro d'ordre
compris entre 11 et 14. Le dégât de l'O~ctes se produit vraisemblable-
ment pendant la phase d'élongation rapide de la palme dans le cocotier;
nous savons que cette période dure de 4 à 8 mois ; en nous plaçant dans
les conditions les plus défavorables pour le calcul du nombre n (c'est-à-
dire en supposant que l'attaque ait pu se produire au tout début de la
phase d'élongation rapide), le cocotier aura émis pendant cette période
un nombre de palmes compris entre 4 x 0,666 = 2,66 et 8 x 0,833 = 6,66.
La palme en début de phase d'élongation rapide portera donc un numéro
d'ordre compris entre 11,32 - 2,66 = 8,66 et 14,16 - 6,66 = 7,50. Dans
la limite de validité des hypothèses faites, nous pouvons être assurés
que, pour les cocotiers possédant 20 palmes, les 7 premières ont subi
les attaques d'O~ctes postérieurement à l'introduction du virus.
Le même type de raisonnement a été effectué pour le
calcul du nombre n' de palmes à échantillonner sur le bas de la couronne.
Pour le calcul de n', la condition la plus défavorable (d'ailleurs assez im-
probable) est que le dégât se soit produit juste avant le déploiement de la
palme. Les feuilles portant un numéro d'ordre supérieur à 14 ont donc, si
elles sont endommagées, subi des attaques d'Oryctes rhinoceros L. avant
l'intervention sur les populations de ce ravageur. Pour les cocotiers possé-
dant 20 palmes, elles sont au nombre de 6 (20 - 14).
Un échantillonnage préliminaire portant sur le nombre
total de palmes nous a montré qu'il existe une grande variabilité de cette
donnée au sein de la population naturelle de cocotiers qui nous intéressait.
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Toutefois, les cocotiers ayant un nombre.. de palmes inférieur ou égal à 16 re-
présentent seulement 8 % environ. de l'ensemble (Pl. IV, fig. 5). En ce qui
concerne les.cocotiers à 17 palmes, les valeurs de n et n' calculées sont les
suivantes : n = 6,37 et n' = 5.
Dans la pratique, le nombre n de palmes concernées
par l'échantillonnage en haut de la couronne a oscillé entre 3 et 8 avec une
moyenne voisine de 5. Le nombre n' n'a pu être modulé et a été choisi égal
à 8. Il pourrait paraître trop élevé, mais il convient de noter que la date
d'introduction du virus ne correspondait pas exactement à celle de l'appari-
tion d'une.action sensible au niveau des populations d'adultes d'Oryates. On
peut admettre un délai minimum de 2 à 3 mois pour la diffusion et le début
d'action du germe«sur la. population. d'adultes. La période primitivement con-
sidérée.de._.17.mo.is .devient.donc de.15 mo.is~et.les.nouvellesvaleurs de n et
n' pour les cocotiers à 17 palmes sont: n = 4,62 et n' = 7.
Il Y a donc, dans notre échantillonnage, pour les co-
cotiers dont la couronne présentait 17 palmes, une feuille qui a pu être ex-
posée aux attaques d'O. phinoaepos L. après l'introduction du virus, si la
déprédation s'est produite tout à fait en fin d'élongation rapide.
Dans le but d'étudier les corrélations entre le vo-
lume de la couronne et le nombre des attaques d'Oryates, un échantillonnage
a été effectué sur l'ensemble de celle-ci en soustrayant les n premières
palmes.
Afin de limiter les erreurs dues à la complexité des
relevés, le comptage sur les 8 palmes du bas a été réalisé au cours d'un deu-
xième échantillonnage.
Ayant constaté une grande hétérogénéité à la fois
dans le nombre total de palmes par cocotier et dans l'importance des dégâts,
il s'est avéré nécessaire de pratiquer l'étude sur un très grand nombre
d'arbres.
Certaines modifications dans la qualité des dégâts
ayant été suspectées, les palmes sectionnées ont fait l'objet d'un comptage
spécial. Le nombre des relevés a été fonction de ces différents facteurs.
.....,
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Par zone de couronne. trois valeurs ont donc été notées
nombre.tota1.de.pa1mes recensées,
nombre de palmes présentant des dégâts.
nombre de palmes sectionnées.
L'étude des rapports entre ces différents nombres a
permis de_dégager des données concernant les pourcentages de palmes attaquées
aux différentes époques, de calculer des indices d'évolution des dégâts et de
modification dans la qualité des dégâts.
Pour chaque partie de la couronne, les rapports sui-
vants ont été calculés pour chacun des cocotiers
pourcentage de palmes présentant des dégâts,
pourcentage de palmes à rachis sectionné,
- pourcentage de palmes à rachis sectionné parmi les palmes endommagées.
Les rapports entre ces différents pourcentages, pour
le reste de la couronne et le haut de celle-ci, ont également été calculés,
pour chacun des cocotiers, quand ils avaient une signification.
Le rapport 7 des pourcentages de palmes présentant
des dommages.permettait l~estimation.de la diminution du niveau des dégâts.
Cette variation a été estimée en pourcentage par
D = 100 - rapport 7
Le pourcentage réel de diminution a été établi en
utilisant le rapport-7' du pourcentage de palmes attaquées dans les 8 derniè-
res palmes au même pourcentage dans le haut de la couronne.
L'estimation des modifications qualitatives des dé-
gâts a été r.éa1isée par l'étude des rapports des pourcentages de palmes à ra-
chis sectionné parmi les palmes attaquées dans le reste et le haut de la cou-
ronne (rapport 9).
Les données recueillies lors des échantillonnages ont
été tr.aitées sur ordinateur. La valeur des différents rapports a été calculée
pour chacun des arbres. Les moyennes de ces rapports et des données de base
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ont été obtenues cocoteraie par cocoteraie,.de même que les sommes des carrés
et les variances des différentes variables. Ces valeurs ont été regroupées
pour les deux. types de cocoteraie, l'ensemble de Wallis, l'îlot témoin et les
îlots contaminés par le virus.
Faioa
Sur l'îlot témoin,/une ~xpérimentation complémentaire
a été menée pour.vérifier l'influence du vent dominant sur le pourcentage de
palmes à rachis sectionné.
2 - Discussion
Dans un premier article (MONSARRAT , 1974), nous aviŒœ
exposé les résultats de l'étude menée à Wallis et discuté la méthode d'échan-
tillonnage. D'une façon générale, elle repose sur une concordance entre le
rythme d'émission des palmes du cocotier et les fluctuations du nombre d'at-
taques d'OPyctes. Les conditions climatiques particulièrement stables deWallis
et les résultats d'échantillonnages sur les populations larvaires ont permis
à HAMMES (1974) de considérer, en première approximation, les populations
d'OPycte8 comme étant stationnaires. ZELAZNY pense, toutefois, qu'aux Samoas
la saison légèrement plus sèche et plus fraîche provoquerait une variation de
l'effectif des adultes.
Rappelons que, lors de notre étude menée à Wallis en
1972, le virus avait été introduit par HAMMES depuis 16 à 17 mois. Si les va-
riations climaniques saisonnières induisent des modifications, on peut consi-
dérer que l'on a affaire à des cycles annuels. La comparaison du niveau des
dégâts s'est effectuée entre deux dates limites séparées par un cycle complet
et 4.à 5 mois supplémentaires. Rappelons encore que la date d'introduction du
virus dans la biocoenose n'est pas celle du début de son action sensible sur
l'ensemble des populations d'adultes à Wallis. On peut penser que cet effet
ne commence réellement qu'après la dispersion du virus dans toute l'île et la
mort des populations larvaires de troisième stade âgées, les prénymphes, nym-
phes et adultes dans les loges nymphales paraissant à l'abri de l'infection.
Le laps de temps considéré ne s'éloigne donc pas énormément d'un cycle annuel
complet.
Le mode de calcul des moyennes des rapports consisont
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en l'addition, cocotier par cocotier, de chacune des valeurs des rapports des
nombres étudiés. Cette méthode avait été préférée car elle permettait le cal-
cul des intervalles de confiance pour chacune des moyennes. Toutefois, son
inconvénient est d'éliminer du calcul les cocotiers pour lesquels certains
rapports sont infinis ou non définis. En pratique, cela s'appliquait essen-
tiellement aux rapports du nombre de palmes sectionnées au nombre de palmes
endommagées, pour les cocotiers dont les palmes ne présentaient aucun dégât.
Les rapports de comparaison de cette valeur entre les différentes parties de
la couronne.étaient également éliminés pour certains arbres.
Le nombre de cocotiers éliminés a été plus ou moins
important suivant les rapports. Pour le rapport d'évolution du pourcentage de
palmes à rachis sectionné dans les palmes endommagées, il y a 1.300 cocotiers
éliminés pour l'ensemble d'Uvéa. Nous aurions pu considérer la palme et non
le cocotier en entier.pour l'estimation des dégâts. En prenant cette méthode,
le calcul n'éliminait aucun arbre.
Les résultats obtenus par simple calcul des rapports
des sommes des données (ou des moyennes) sont, en ce qui concerne la compa-
raison entre le haut et le reste de la couronne, parfois assez différents des
précédents. Ils sont exposés dans le TABLEAU II.
Etant donné le taux élevé des dégâts sur les 8 der-
nières palmes, les résultats concernant l'influence du virus sur les O~ates
et, par là, sur la différence dans les niveaux des dégâts, restent inchangés.
Le mode de calcul des intervalles de confiance des
moyennes des.valeurs fait intervenir l'hypothèse de normalité de la distri-
bution des différentes données.
Si, en ce qui concerne le nombre total de palmes,
cette hypothèse peut être admise (Pl. IV, fig. 5), il n'en est pas de même
pour les populations de chiffres concernant les dégâts. Nos observations sur
le terrain, au cours d'échantillonnages, semblent montrer que la distribution
des dégâts serait plus probablement du type à agrégats. L'échantillonnage sur
Faioa, côté sous"le vent, a été conduit de. façon à pouvoir obtenir une pre-
mière approximation du type de distribution des.sous-échantillons. L'étude,
sur des sous-échantillons de 20 cocotiers, de la liaison moyenne-variance,
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montre que.l'on ..pourrait. admettre une. relation de la forme s2 = 3mO,95 (TA-
. BLEAU III et Pl. LXXXVII, fig. 167). Par conséquent, .les intervalles de con-
fiance ne sont donnés, pour les.dégâts, qu'à titre purement indicatif.
La validité de l'hypothèse de normalité étant encore
plus contestable ,sur les rapports entre les différentes données et sur les
indices, il en·est de même en ce qui concerne les intervalles de confiance.
Toutefois, l'effet, sur la taille des intervalles de confiance, de la non-
validité de l'hypothèse de normalité, ne doit pas être exagéré. En effet, une
étude de classement des valeurs des différents rapports obtenus sur chaque
cocotier montre que 95 % d'entre elles sont généralement comprises dans l'in-
tervalle m :!: 2s.
Un essai de stabilisation des variances des rapports
par changement de variable n'a pas donné de résultats très probants.
L'interprétation des coefficients de corrélation sup-
pose, elle-aussi, une hypothèse de normalité. Leur caractère significatif
n'est donc donné qu'à titre indicatif.
o
o 0
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B - ANALYSE DES DONNEES
1 - Résultats des échantillonnages
Les résultats des calculs par ordinateur des diffé-
rentes variables et de leur intervalle de confiance, ayant servi à la compa-
raison du niveau des dégâts avant et après l'introduction du virus dans les
populations d'O. l'hinoaezoos L. , sont consignés dans les tableaux annexés.
Nous allons examiner ci-après ces résultats dans les
cas suivants :
- l'îlot témoin,. Faioa, pour lequel une étude particulière sur l'influence
du vent a été conduite ;
- les îlots du Nord (introduction récente du virus)
- Uvéa, .en distinguant les cocoteraies "denses" des cocoteraies tlnon den-
ses", puis en considérant le total.
a. - Le témo-i.n
Seul. témoin possible, Faioa est un îlot corallien
très plat, ..situé dans la partie au vent du lagon. Le nombre moyen de palmes
par cocotier y est de 23,3.
Les arbres de la côte au vent ont été traités séparé-
ment de ceux de la côte sous le vent, afin de voir si le vent avait une in-
fluence quelconque sur l'évolution du pourcentage de palmes sectionnées par
rapport à celui des palmes attaquées et si une différence dans le niveau des
attaques pouvait être mise en évidence. Les deux échantillonnages ont ensuite
été regroupés.
En ce qui concerne le niveau général des dégâts (TA-
BLEAU IV), on voit que
il est de l'ordre de 20 à 30 % de palmes attaquées;
- il n'y a.aucune différence significative entre le haut et le reste de la
couronne ;
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- il n'y a aucune différence significative entre le côté au vent et le côté
sous le vent. On peut toutefois noter une légère tendance à obtenir un.
niveau plus bas sous le vent, ceci, bien que non significatif dans les
limites de notre échantillonnage, pouvant provenir, à notre avis, de mo-
difications de structures dans les cocoteraies des deux côtés : le côté
au vent montre des cocotiers dispersés émergeant peu d'une strate végé-
tale relativement dense, le côté sous le vent a l'aspect d'une cocoteraie
plus homogène, dominant une strate végétale aérée ;
- l'indice d'évolution du niveau des dégâts n'est pas significativement dif-
férent de l'unité dans tous les cas. Sur la qualité des dégâts, on peut
constater que :
• les pourcentages de palmes sectionnées sont comparables en haut et
pour le reste de la couronne, ainsi qu'entre les deux côtés de l'îlot;
• l'étude des intervalles de confiance des indices d'évolution des deux
types de dégâts montre qu'ils ne sont dans aucun cas significativement
différents de l'unité. On peut donc estimer qu'il n'y a eu d'évolu-
tion, dans les deux lieux d'échantillonnages, ni dans la quantité ni
dans le type de dégât.
Nous pouvons conclure, en fonction des rapports 9, au
vent et sous le vent, que, . dans les limites de notre échantillonnage, le fac-
teur vent n'occasionne pas d'augmentation sensible du nombre de palmes à ra-
chis sectionné.
L'étude.des coefficients de corrélation (TABLEAU V)
entre les différentes données.montre que, en dehors d'une corrélation entre
B et C d'une part, et E et F d'autre part, les autres corrélations peuvent
être considérées comme nulles.
Lescoefficients de 0,72, obtenus pour les valeurs
liées, sont satisfaisants, puisque dans notre méthode de notation, B (total
des palmes attaquées en haut de la couronne) contient C (nombre de palmes
sectionnées dans la même partie.du cocotier) •. L'existence d'une liaison entre
les deux types de dégâts ne pourra donc être mise en évidence que par le cal-
cul de corrélation entre B-C et C d'une part, et E-F et F d'autre part, en ce
qui concerne le haut et le reste.de la couronne. Le calcul montre que, dans
la limite de savalidité, iln'y apas de corrélation entre les deux types de dégâts.
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Les corrélations entre le nombre total de palmes et
le nombre de palmes présentant des dosages en haut et dans le reste de la
couronne sont très faibles également, c'est-à-dire que, dans la limite de
validité de l'échantillonnage, le choix par l'insecte du cocotier à attaquer
ne paraît pas motivé par son nombre de palmes et que, d'autre part, les atta-
ques de l'Dryates sont sans influence sur le rythme d'émission des palmes. Ce
sont, là, deux résultats assez surprenants.
b - Lell Uo:t6 du. NoJtd
Etant donné la taille restreinte de ces îlots, il
nous a été impossible de traiter séparément les échantillonnages des côtes
au vent et sous le vent.
Le nombre moyen de palmes par cocotier est d'environ
23,3. Malgré la date récente de l'introduction du virus (7 à 8 mois avant no-
tre arrivée à Wallis), son effet est déjà sensible de façon hautement signi-
ficative sur l'évolution des dégâts causés par o. rhinoaeros L. :
- la différence entre le pourcentage de palmes attaquées en haut et sur le
reste des palmes est particulièrement nette : ces pourcentages sont pas-
sés de 50 % à 17 % ;
- les indices d'évolution des dégâts indiquent une réduction hautement si-
gnificative des deux types de dégâts, sans qu'une réduction d'un type par
rapport à l'autre ait pu être mise en évidence par les échantillonnages
effectués
- l'échantillonnage sur les 8 dernières palmes (TABLEAU VI) nous donne une
estimation du niveau des dégâts avant l'introduction du virus. Le chiffre
trouvé de 73 % de palmes attaquées est sensiblement différent de celui
observé pour le rapport 4 (50 %). L'effet du virus devrait donc être, en
toute logique, calculé à l'aide de ce nouveau pourcentage. Les conditions
techniques de l'échantillonnage ne nous ayant malheureusement pas permis
de rapporter à.chaque cocotier les chiffres des relevés effectués sur ses
8 dernières palmes, il nous a été impossible d'estimer directement les
intervalles de confiance de ces rapports.
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La valeur du rapport 7' ainsi calculée est de 23,3.
Il Y aurait donc eu une diminution du nombre de palmes présentant des atta-
ques de l'ordre.de 77 % sur les îlots du Nord.
Co - Uvéa. - Coc.oteJuU.el> de.YL6 el>
c'est dans ce type de cocoteraie que les effets de
l'introduction du virus di~ateB ont été les plus marqués. Le nombre moyen
de palmes par cocotier est de l'ordre de 25,6.
Le niveau des dégâts dans les 5-6 premières palmes
(TABLEAU VII) est de l'ordre de 5,9 %, ce qui est très largement au-dessous
du seuil de nuisibi1ité (15 %) défini par HINCKLEY (1966) en cocoteraie in-
dustrielle ;
- le pourcentage de palmes attaquées sur le reste de la couronne est de
l'ordre de 27 %, ce qui nous donne un indice d'évolution des dégâts de
l'ordre de 30,6, soit une diminution.du nombre de palmes attaquées de
l'ordre de 69,4 %
- les rapports 8 et 9, indicatifs de l'évolution des deux types de dégâts,
montrent une tendance à une diminution plus importante du nombre de pal-
mes à rachis sectionné. Toutefois, cette tendance n'est mathématiquement
pas. significative ;
- les échantillonnages pratiqués extemporanément sur les 8 dernières palmes
donnent une évaluation du niveau des dégâts avant l'introduction du virus
de l'ordre de 64 %.
Le nouvel indice (7') de l'action du virus,ca1cu1é
sur ces bases, serait donc de 9,2. La diminution des dégâts depuis l'intro-
duction du germe serait donc de.90,8 % pour ce type de cocoteraies denses.
L'étude des coefficients de corrélation entre les
différentes données montre que, dans les conditions de notre échantillonnage,
elles peuvent être considérées comme indépendantes les unes des autres (TA-
BLEAU VIII).
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d - Uvéa. - Co.c.oteJl.CUe6 11011 de.n6 e6
Le nombre moyen de palmes par cocotier y est de l'or-
dre de 21,2 (TABLEAU IX)
- le niveau des dégâts pour les 5-6 premières palmes reste relativement
élevé (21 %), ce qui dépasse légèrement le seuil de nuisibilité ;
- sur le reste de la couronne, le niveau des dégâts est de l'ordre de 57 %;
- l'indice d'évolution des dégâts calculé est de l'ordre de 39,5, soit une
diminution de 60,5 % au niveau des dégâts ;
- les rapports 8 et 9 montrent une réduction hautement sensible du nombre
de palmes sectionnées par rapport au nombre de palmes attaquées. Le rap-
port 9 est différent de l'unité de façon hautement significative
- le pourcentage de palmes attaquées sur les 8 dernières palmes, pour ce
type de dégâts, est de l'ordre de 88 %.
Le nouvel indice d'évolution des dégâts sur cette
base est de l'ordre de 23,7 %.
Le pourcentage réel de diminution des dégâts en coco-
teraies non denses serait de l'ordre de 76,2 %.
L'examen des coefficients de corrélation entre les
différentes données (TABLEAU X) permet de considérer qu'il n'y a pas, dans
les limites de nos· échantillonnages, de liaison entre elles.
e - Uv'<'éa. total.
Le calcul des résultats exposés dans le TABLEAU XI
provient de l'addition des données recueillies en cocoteraies denses et non
denses, pendant notre séjour, ainsi que celles récoltées sur la partie Ouest
de l'île, immédiatement après notre départ. Nous n'avons pas eu, pour ces
derniers échantillonnages, les indications de densité et n'avons pu les in-
clure dans l'un ou l'autre type de cocoteraie.
Le nombre moyen de palmes par cocotier est de l'ordre
de 22,8 (TABLEAU XI)
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- le niveau.aetuel des dégâts se situe aux~ alentours .du seuil de nuisibi1i-
.té (14,5 % de palmes attaquées)
- le niveau moyen sur le reste de la couronne' est de l'ordre de 47 % ;
l'indice d'évolution des dégâts, calculé sur ces bases, est de l'ordre de
32,9, ce qui donnerait une diminution des dégâts causés par O. phinoae-
pos L. de l'ordre de 67,1 %
- l'échantillonnage sUr' les 8 dernières palmes du bas de la couronne montre
un taux moyen d'~ttaquede 83 % environ.
Le nouvel indiée d'amélioration, calculé sur ces ba-
ses, serait de 17,37, soit un pourcentage' de diminution des d&gâts de l'ordre
de 82,6 %.
Comme dans tous les échantillonnages réalisés, il n'y
a aucune .corrélation nette entre les différentes données (TABLEAU XII).
Pour ces calculs, 1.821 cocotiers avaient été échan-
tillonnés.
2.- Discussion
a. - Le ;f;émo.U!.
Sur l'îlot de Faioa, 400 cocotiers ont été échantil-
lonnés •. Etantdouné la taille de l'îlot et le temps passé à Wallis, c'était
le maximum que nous pouvions réaliser.
La comparaison du.niveau,des dégâts entre les 5 pre-
mières palmes et le reste de la couronne montre que ces valeurs ne sont pas
significa~ivement différentes à 95 %.
Les nombres moyens.de palmes étant les mêmes des deux
côtés, les cocotiers ont sensiblement la même cadence d'émission de palmes.
Le niveau-des dégâts étant' comparable sur le haut de la couronne pour les co-
coteraies, on peut penser'que.les·adu1tes ont.eu une répartition identique
pour l'ensemhle de la période d'émission des 5-6 premières palmes. Il en est
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de même pour les résultats sur le reste de la couronne. Ceci renforce la va-
lidité de l'hypothèse des populations stationnaires.
Les pourcentages de palmes sectionnées au vent sur le
haut et sur le reste de la couronne, respectivement de 33 et 22 %, ne sont
pas significativement différents.
si une influence du vent se faisait sentir à la lon-
gue, en sectionnant des palmes déjà attaquées, on devrait avoir un pourcenta-
ge de palmes sectionnées supérieur sur le reste de la couronne à celui obser-
vé sur le haut, et ceci d'autant plus que notre échantillonnage a été réalisé
juste avant la période des vents alizés du Sud-Est, très violents. En prenant
5-6 palmes en haut, nous pouvions être assurés que, depuis leur déploiement,
elles n'avaient pas subi l'influence des vents précités.
Si l'action du vent se manifeste très rapidement et à
dose faible, deux éventualités sont à considérer
- l'effet du vent est extrêmement rapide: dans ces conditions, nous ne
verrons apparaître aucune différence dans notre méthode d'échantillonnage
entre le haut et le reste de la couronne, quelle que soit l'exposition.
Le vent n'influera donc pas lamithoùe, dice n'est pour augmenter artifi-
ciellement les rapports 3 et 6, mais de façon homogène. L'action se tra-
duirait par la rupture de palmes dont une certaine surface de section de
rachis aurait été endommagée. On peut estimer que le nombre de ces palmes
est proportionnel au nombre de palmes présentant des attaques et, par
conséquent, que la valeur du rapport 9 (~) reste inchangée par l'effet
de ce facteur
l'effet du vent est aussi rapide mais nécessite une certaine force. Dans
ce cas, une différence devrait apparaître au niveau des 5 premières pal-
mes, entre la côte au vent et la côte sous le vent. Or, les chiffres ob-
tenus ne sont significativement pas différents et sont proches l'un de
l'autre. De plus, cette différence devrait s'atténuer ou disparaître sur
le reste de la couronne. En fait, dans nos échantillonnages, la différen-
ce s'inverse, ce qui est aberrant et montre que les variations de la
moyenne dues à l'hétérogénéité sont supérieures à celles entraînées par
l' hypothèse " ce que nous savions par le calcul des intervalles de con-
fiance. S'il y avait vraiment une différence dans ce domaine, cela nous
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conduirait à éliminer de nos relevés les cocoteraies de plage. Celles-ci
sont au nombre de 2 principalement (Matalaa pour.partie et Mata-Utu). Or,
ces deux cocoteraies n'ont pas des valeurs du.rapport 9 particulièrement
aberrantes.
Nous pouvons donc considérer que le facteur vent n'est
pas susceptible d'influer sur l'évolution d'un type de dégât par rapport à
l'autre.
b - Le6 UotA
Dans ce groupe d'îlots, il semble que le virus ait
été introduit volontairement par les Wallisiens. Ceci montre que la popula-
tion wallisienne considérait que l'opération~virus. était un succès, et souli-
gne l'intérêt porté par les habitants à l'état sanitaire de leurs cocoteraies.
L'échantillonnage sur les 6 premières palmes entraîne
une estimation par défaut de l'effet du virus. En effet, en 7 à 8 mois, il y
a, pour certains cocotiers, des palmes dont la phase de croissance rapide
s'est produite avant l'introduction du virus et son action possible sur les
populations d'adultes d'~yate8. Les variations extrêmes du nombre de palmes
par ·cocotier sont de 14 à 32. Pour les cocotiers à 14 palmes, 8 mois corres-
pondent à l'émission de 3 à 4 p~lmes nouvelles. Il est donc probable qu'une
nouvelle estimation des dégâts,réalisée fin 1972, aurait donné un niveau
moyen beaucoup plus faible et, donc, un pourcentage de diminution des dégâts
plus important que celui précédemment calculé.
Un résultat relativement surprenant est enregistré :
la valeur du rapport.9 est supérieure à l'unité, bien qu'elle n'en soit pas
significativement différente.
La petite taille des îlots ne nous a pas permis d'é-
chantillonner plus. de 254 cocotiers au total, parmi lesquels les cas de non
définition de.ce rapport étaient nombreux. Il faut voir,dans le nombre réduit
des cocotiers pris en compte pour le calcul, la cause principale de ce résul-
tat, à laquelle il faut ajouter le fait, déjà signalé, que l'échantillonnage
sur les 6 premières palmes n'appréhendait pas que des palmes déployées depuis
l'introduction du virus.
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Co - Uvéa. - COc.oteJuU.e.6 de.YL6 e.6
Dans cette catégorie, 476 cocotiers ont été échantil-
lonnés. C'est dans ce type de cocoteraie que l'impact du virus au niveau des
dégâts a été le plus marqué. Plusieurs explications peuvent être avancées.
Certaines tiennent à la structure de ce type de cocoteraie, d'autres font ap-
pel au comportement des adultes d'Oryates et à leur pathologie;
- le rythme d'émission des palmes paraît plus élevé qu'ailleurs. L'évalua-
tion du niveau des dégâts sur les palmes du haut est donc plus représen-
tatif du niveau réel mais entraîne, par contre, une erreur d'estimation
plus importante sur le reste de la couronne. Ce dernier point est confir-
mé par la différence entre le niveau des attaques sur les 8 dernières
palmes (64 % de palmes attaquées) et sur l'ensemble du reste de la cou-
ronne (27 %)
- un autre facteur pouvant intervenir est l'importance du nombre d'arbres
disponibles au nombre d'adultes. Ce facteur pourrait influer sur le nom-
bre de palmes présentant des attaques multiples. Dans nos échantillonna-
ges, nous n'avons pu tenir compte de cette réalité. Le taux plus faible
de dégâts sur les 8 dernières palmes, qui apparaît pour ce type de coco-
teraie, peut permettre de penser qu'il a eu, de ce fait, une sous-estima-
tion moindre du taux de dégâts réels que dans les cocoteraies non denses.
Ceci pourrait expliquer, dans une certaine mesure, le meilleur pourcenta-
ge de diminution de dégâts obtenu. Il ne semble pas, toutefois, que l'on
doive accorder trop d'importance à ce facteur. Bien que peu de données
soient disponibles à ce sujet, il semble en effet que l'existence d'une
attaque sur un palmier puisse attirer d'autres adultes. Les captures de
plusieurs adultes sur un même arbre attaqué se produisent avec une fré-
quence très supérieure au hasard. Il n'est donc pas sûr que la fréquence
des dégâts dus à ces attaques multiples soit très différente suivant les
types de cocoteraies. ;
- nous avons déjà signalé (chapitre l, D, 5) que, dans les cocoteraies den-
ses, le nombre de gîtes larvaires est limité. Il faut donc concevoir
qu'une fraction importante des dégâts est le fait d'adultes venant d'au-
tres types de cocoteraiœpar des vols à moyenne et longue distance. Nous
savons, d'après BEDFORD (1975), que ces déplacements existent. Nous pou-
vons émettre l'hypothèse.que le pourcentage d'individus migrant àmoyenne
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et longue distances dépend, entre autres.facteurs, du niveau des popu1a-
.tions.d'adultes dans.la zone de départ. Le premier effet d'un agent anta-
goniste sera donc de réduire ces transferts.
L'explication qui nous paraît toutefois la plus vrai-
semblable, et qui avait été l'une des motivations des études de pathologie
des adultes (MONSARRAT, 1974), est celle d'une modification du comportement
de vol de ceux-ci liée à la pathogénèse virale. Nous avons signalé les pro-
fondes modifications de l'intestin moyen de l'adulte malade ainsi que les
atteintes du tissu musculaire. Une modification du comportement de vol à
moyenne et grande distance paraît très plausible.
d - Uvé.a. - COc.oteJuU.U n.on. de.YL.6e6
Nous avons classé dans ce groupe la plus grande par-
tie de.1a cocoteraie wa11isienne. L'échantillonnage a porté sur 953 cocotiers.
Dans ce type de cocoteraie, l'indice de modification
qualitative des dégâts est inférieur à l'unité. Avec les réserves faites con-
cernant la validité du calcul, la différ~nce à l'unité est hautement signifi-
cative. Rappelons. que cet indice est.1e rapport, parmi les palmes présentant
des dégâts, des pourcentages de palmes à r~chis sectionné du haut de la cou-
ronne et du reste de celle-ci. Une modification dans la gravité des dommages
est donc intervenu~ à la suite de l'introduction du virus. Deux explications
peuvent être avancées
- la première serait d'admettre que la section du rachis des palmes se pro-
duit plus fréquemment lors d'attaques par plusieurs adultes se succédant.
Une baisse prononcée du niveau des populations pourrait réduire la proba-
bilité de te11es.attaques dans de très fortes proportions. Nous avons vu,
cependant, qu'il est peu probable que de te11es.attaques se produisent au
hasard et.qu'une certaine agrégation des adultes, dans leur comportement
de prise de nourriture, paraît admissible. Cette hypothèse n'est donc pas
suffisante pour expliquer l'ampleur de cette modification;
- une autre.exp1ication peut être trouvée dans l'action directe du virus
sur les adultes. L'importance des 1ésions.patho1ogiques au niveau de l'in-
testin moyen nous paraît de nature à induire des modifications du compor-
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tement de prise de nourriture des adultes, entraînant une r~duction du
pourcentage de palmes à rachis sectionné.
Comme nous le signalions dans notre rapport de mis-
sion à Wallis (MONSARRAT, 1972), pour être vraisemblable cette hypothèse sup-
pose qu'un pourcentage élevé de la population d'adultes soit atteint par le
virus. ZELAZNY, dans une enquête réalisée aux Samoas (1973 b), trouve des
taux d'infection de 10 à 80 % suivant l'âge des adultes.
La différence observée dans la signification des in-
dices de gravité des dégâts,entre les cocoteraies denses et non denses,peut
être expliquée par les volumes relatifs des échantillons pris dans chacune
des cocoteraies. Les hypothèses de modification du comportement des adultes
infectés sont toutefois, elles aussi, de nature à expliquer ces différences.
En effet, si l'on admet que les dégâts en cocoterai es denses sont dus à des
adultes venant d'ailleurs, on peut penser que cette population sera moins at-
teinte par le virus. Il est probable que, seuls, des adultes sains ou en dé-
but d'infection, se déplaceront sur de grandes distances. Ceci expliquerait
les faibles modifications qualitatives des dégâts observés en cocoteraies
denses.
e - Uvéa. :toM
Nous avons regroupé arbitrairement les deux types de
cocoteraies denses et non denses alors que, pour de nombreux résultats, les
moyennes sont différentes de façon hautement significative.
Cette étude a cependant été réalisée dans le but
d'obtenir une estimation de l'impact du virus sur le niveau des dégâts pour
l'ensemble de l'île et de l'état sanitaire de la cocoteraie wallisienne. Les
intervalles de confiance des résultats concernant Uvéa doivent donc être con-
sidérés avec beaucoup de prudence.
Les résultats obtenus montrent que le niveau actuel
des dommages est de l'ordre du seuil de nuisibilité. Ceci ne saurait vouloir
dire que l'influence d'oryates rhinoaeros L. sur la production de noix de
coco est devenue nulle.
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Des différences quantitatives et qualitatives sur les
dommages sont. apparues ..entre les deux types de cocoteraies, justifiant des
échantillonnages séparés. Nous avons essayé de donner quelques explications
possibles, parmi lesquelles les hypothèses de transferts de population et de
modifications du comportement des adultes malades nous paraissent les plus
probables. En outre, l'équilibre obtenu entre les populations d'Oryates et
l'endémie virale est un équilibre dynamique. Des fluctuations sont possibles
. localement•.
Les résultats des études de laboratoire et de terrain
sur la fragilité. du virus.et les modalités de sa dispersion permettent de
penser que.l'apparition de foyers locaux et momentanés d'insectes sains est
très probable.
o
o 0
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C - EPIDEMIOLOGIE DU VIRUS
1 - Cycle probable du virus (Pl. LXXXVIII, fig. 168)
Rappelons que, dans les conditions naturelles, les
subst.ra t s contaminés ne conservent leur virulence que deux à trois semaines.
La très grande quantité de virions présents dans les déjections des adultes,
la sensibilité de ces derniers à l'infection per os, la possibilité de trans-
mission du germe de mâle à femelle et des parents à la descendance, ainsi que
les données éthologiques disponibles, nous permettent de proposer un cycle du
virus.
Pour expliquer le maintien de l'agent pathogène dans
la biocoenose, et à la lumière des résultats de laboratoire, nous serons con-
duits à imaginer plusieurs mécanismes dans les différentes niches fréquentées
par l'insecte.
La cause principale de la contamination d'un gîte
larvaire semble être la visite d'un ou plusieurs adultes infectés. La fré-
quence de ces visites dans la vie d'un adulte est encore mal connue. Il est
généralement admis que celui-ci alterne les passages dans les gîtes avec les
séjours alimentaires dans les cocotiers. D'après la plupart des auteurs, la
durée des visites des adultes dans les gîtes pourrait être estimée à une ou
deux semaines. Rappelons que les déjections des adultes malades sont très in-
fectieuses et contiennent de grandes quantités de virus (4,4. 109 DL 50 ;
cf. chapitre VI, A). La contamination des gîtes nous semble donc pouvoir être
attribuée essentiellement à ces excréments. Etant donné la rapidité de l'in~
tivation du virus, ceux-ci seront surtout pathogènes pour les larves déjà pré-
sentes dans le gîte lors de la venue de l'adulte. Les larves malades assure-
ront le maintien de l'agent pathogène dans cet habitat jusqu'à éclosion des
oeufs pondus par la femelle visiteuse, si ceux-ci n'étaient pas directement
contaminés du fait du caractère tardif de l'infection de l'adulte (cf. chapi-
tre V, C) : les déjections sont déjà infectieuses alors que les virions n'ont
pas encore atteint le tractus génital. La contamination interne des oeufs
nous paraît être également un facteur de continuité de l'action du germe dans
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les gîtes. En effet, compte tenu de l'effet protecteur du chorion, la dégra-
dation du virus ne commencera probablement qu'après l'éclosion des oeufs.
Un autre facteur très important de la rémanence de
l'agent pathogène. est fourni par la durée de la maladie des larves de troi-
sième stade âgées. Celles-ci résistent de 2 à 5 semaines avant de succomber.
Elles émettent continuellement du virus dans leurs déjections, la quantité
produite augmentant avec l'évolution de la maladie. Elles constituent donc
un réservoir temporaire extrêmement intéressant.
Il est possible que les adultes s'infectent lors des
séjours dans le gîte larvaire. Cette infection per OB pourrait se produire
par la mastication du substrat infecté. En effet, ayant placé des adultes
dans des débris de bois en décomposition imprégnés de rouge neutre, nous avons
constaté à la dissection, après 48 h de séjour, que leur intestin était tein-
té par ce colorant, ce qui semble montrer l'absorption de liquide imprégnant
~ les débris.
Les larves étant relativement isolées les unes par
rapport aux autres, la dispersion du virus à l'intérieur même du gîte peut
être imputée à des transports mécaniques soit par les adultes, soit par la
faune associée à ce biotope (Acariens, Collemboles, Fourmis, Lucanides). Le
rôle de cette faune associée interviendrait, pour la diffusion du germe, à
partir des déjections et des cadavres des larves.
Nous avons détecté une réaction d'immunofluorescence
positive dans le cytoplasme et le noyau de cellules de la zone intestinale
d'Acariens ectoparasites prélevés sur larves infectées. Nous n'avons pu dé-
terminer,sur frottis,si les cellules positives appartenaient à la paroi in-
testinale ou étaient des cellules sanguines ingérées. Une étude complémen-
taire, en microscopie électronique, des Acariens ectoparasites d'OryateB
infectés, serait souhaitable.
b - Le c.ocoüvr.
1
Nous avons.montré, au laboratoire,. la facilité de
contamination des adultes par la voie alimentaire et celle, probable, lors
de l'accouplement.
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L'infection pep os interviendra lors de la prise de
nourriture de l'adulte sur les cocotiers. La probabilité d'infection sera
donc fonction du taux d'agrégation des populations d'adultes dans les couron-
nes. Nous possédons peu de données sur la fréquence de captures multiples sur
un même palmier. Les renseignements fragmentaires fournis par CATLEY (1969)
et surtout CUMBER (1957) ne nous indiquent pas si, lors des captures multi-
ples, les adultes étaient dans la même galerie ou dans des galeries différen-
tes. Nous ne pouvons donc émettre que des hypothèses quant à la contamination
entre adultes lors de la prise de nourriture sur les plantes-hôtes.
La contamination de la plante-hôte peut aussi être le
fait d'un adulte encore sain, transportant mécaniquement des particules de
substrat de gîte larvaire infecté.
Nous avons déjà mentionné la possibilité de transmis-
sion directe de la maladie de mâle à femelle. L'existence et l'importance de
cette voie de transmi~sion dans la dispersion du virus restent à préciser. Il
est probable que la cause principale de la contamination d'un adulte par un
autre se situe au niveau de la formation du couple. Cette contamination nous
paraît pouvoir être directe du mâle à la femelle ou indirecte par la souillu-
re du milieu ambiant par les déjections infectieuses, que la formation du
couple ait lieu dans le gîte larvaire ou sur la plante-hôte.
Là encore, le rôle de la faune associée à la niche
fréquentée par l'adulte reste à approfondir. La faune associée aux dégâts et
aux déchets d'alimentation peut éventuellement jouer un rôle important dans
la dispersion du germe de cocotier à cocotier. La sève s'écoulant lors de
l'attaque de l'adulte doit, par sa teneur en sucres, exercer une grande at-
traction sur de nombreux insectes ailés. Sa composition nous paraît très
compatible avec une bonne conservation de l'agent pathogène.
2 - Discussion
Les résultats des études de laboratoire ont permis
d'appréhender les modalités possibles du maintien de l'agent pathogène dans
la biocoenose et d'avancer des explications à de nombreux aspects de l'équili-
bre constaté à l'île Wallis. Différentes voies de transmission du virus entre
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individus ont.pu être dégagées. Leurs importances relatives dans le cycle du
virus ne pourront être précisées que par des études sur le terrain. Les ou-
tils nécessaires à ces travaux ont été forgés au laboratoire, notamment la
technique de diagnostic par immunof1uorescence (CROIZIER et MONSARRAT, 1974),
dont la mise en oeuvre ne nécessite pas un équipement incompatible avec un
laboratoire de terrain.
Il nous a manqué un certain nombre de renseignements
d'ordre éthologique sur les adultes d'Oryates rhinoaeros L. Il s'agit princi-
palement du comportement de vol à grande distance et de son déterminisme, de
la localisation de. l'accouplement dans l'espace et des taux d'agrégation
des adultes sur les palmiers attaqués. Ces données sont indispensables à une
modélisation mathématique de .1!.équi1ibre obtenu.
L'obtention d'un équilibre stable à Wallis entre l'en-
démie virale d'un agent pathogène et les populations d'hôtes sensibles reste
surprenante sur un plan général.
En raison de l'apparente protection dont jouissent
les virions de Bacu10virus à corps d'inclusion, on pouvait penser que le ré-
sultat obtenu par l'introduction d'un virus non protégé serait inférieur à
ceux constatés dans les populations de Lépidoptères contaminées par des Bacu-
lovirus de po1yédroses nucléaires ou de granu1oses. Néanmoins, l'examen de
l'état sanitaire de ces populations montre que, de façon générale, l'équili-
bre se situe à un niveau de population beaucoup plus élevé. Plusieurs expli-
cations peuvent être données :
- le rôle de vecteur des adultes de Lépidoptères est très réduit ;
- les corps d'inclusion viraux restent peu dans la niche écologique fré-
quentée par les stades sensibles, en raison du renouvellement continu de
la végétation
- la protection apportée par.1es corps d'inclusion aux particules virales
est relativement illusoire. La perte de virulence, sous l'effet des rayon-
nements solaires, est en effet très rapide.
Une.autre explication de l'importance de l'impact du
virus d'Oryates peut être trouvée dans le fait que, dans la zone du Pacifique
Sud, il y a eu introduction d'un agent spécifique dans une population qui en
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était exempte. Toutefois, la réussite de l'opération de lutte nous paraît
liée à un ensemble de conditions d'ordre climatique, éthologique et patholo-
gique. La faible incidence du virus sur les populations d'~yates rhinoae-
ros L. en Malaisie (BEDFORD, 1970) peut en effet s'expliquer par l'existence
d'une saison sèche marquée, provoquant une réduction importante de la popula-
tion d'adultes. Ceci peut suffire à créer une coupure dans le cycle du virus
et à réduire ainsi son effet sur les populations.
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RESUME ET CONCLUSIONS GENERALES
Notre travail a porté sur lUétude d'un virus entomo-
pathogène et de l'équilibre obtenu après son introduction dans une population
d'insectes-hôtes.
Le spectre d'hôtes relativement large de ce virus ou-
vre des perspectives encourageantes pour son utilisation dans la lutte contre
les Scarabaeidae ravageurs des cultures dans la zone intertropicale. Le ra-
lentissement de l'évolution de la maladie sous l'influence de basses tempéra-
tures permet d'envisager son utilisation contre certains Scarabaeidae rava-
geurs de la zone tempérée.
La sensibilité des différents stades larvaires d'Or-yc-
tes rhinoceros L. à l'affection virale se traduit par des variations de la
durée de la maladie. Les écarts entre les DL 50 correspondant aux trois sta-
des larvaires sont négligeables.
La grande fragilité du virus est un facteur négatif
très important de son épidémiologie.
Grâce à la mise au point d'une technique de purifica-
tion et de production de masse, la structure du virus, son acide nucléique et
sa composition ont pu être étudiés.
Le virus se présente sous forme d'un bâtonnet de 200
nm sur 86 nm. Une enveloppe lâche entoure une capside cylindrique. L'enve-
loppe est formée de trois. couches, la partie intermédiaire étant constituée
de péplomères de 20 nm. La capside présente, sur sa surface externe, des
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sous-unités de 4 nm. Elle est obturée à ses deux extrémités par un double
feuillet plan.
La molécule d'ADN viral est bicaténaire, superhéli-
coidale. Son poids moléculaire est de l'ordre de 85 . 106 daltons. Elle a été
photographiée sous ses différentes formes. Il ne semble pas que l'information
qu'elle porte contienne de longues séquences répétitives.
Le nombre de polypeptides constitutifs est de 10 au
minimum. La localisation de certains d'entre eux a pu être envisagée.
La présence d'une structure nucléoprotéinique intra-
capsidaire a été mise en évidence. Elle a pu être libérée du virus et se pré-
sente sous la forme d'une tresse à deux brins. La molécule d'ADN viral semble
liée, dans cette structure, à une protéine basique de poids moléculaire 12.500.
Cette protéine pourrait participer à l'élaboration de la structure tertiaire
de la molécule d'ADN nécessaire à son empaquetage dans la capside.
Un schéma possible du repliement de la molécule a
été proposé.
La morphogénèse intranucléaire est assez particulière.
La capside paraît se former dans une structure membranaire préfigurant l'en-
veloppe.
La structure et la morphogénèse du virus d'OryateB
rhinoaeroB L. se rapproche beaucoup de celle des Baculovirus de Lépidoptères
et d'Hyménoptères. Toutefois, certaines différences avec ces virus sont appa-
rues. Elles portent sur:
- sa fragilité,
- l'absence de corps d'inclusions,
- le caractère lâche de l'enveloppe,
l'obturation des extrémités du cylindre capsidaire par un double feuillet
plan,
- la formation de la capside dans une structure membranaire assimilable à
un précurseur d'enveloppe virale.
L'ensemble des résultats sur la structure, la morpho-
génèse et la composition ont permis de classer le virus d'~ateB rhinoae~BL.
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parmi les Baculovirus. Les différences constatées avec les virus des polyédro-
ses nucléaires et des granuloses ont motivé son classement dans un troisième
sous-groupe.
Après une mission sur le terrain, les tentatives
d'explication de l'effet du virus ont entraîné des hypothèses sur sa pathogé-
nèse. La nécessité d'études de laboratoire est alors apparue clairement.
Les études de pathogénèse ont montré la sensibilité
des différents tissus au virus. La dispersion de l'agent pathogène dans l'or-
ganisme de l'hôte semble liée au système trachéen et aux cellules sanguines.
Chez ces dernières, un "release" du virus, sans acquisition de membranes sup-
plémentaires, paraît probable.
Ces processus de dispersion et la sensibilité de l'ap-
pareil reproducteur se traduisent par une atteinte virale des gonades. La
transmission verticale du virus, expliquant le développement important de la
maladie chez des larves néonates, suspectée à Wallis et vérifiée au labora-
toire, est donc très probable.
Les études de pathogénèse chez la larve ont permis,
en outre, de noter l'atteinte primaire de l'épithélium intestinal par l'af-
fection virale. Une des conséquences de cette localisation est l'émission de
particules.viralesdans les déjections •. La maladie plus longue des larves de
troisième stade âgées est un facteur de rémanence du virus dans les gîtes
larvaires •.
La formation de granulomes d'un type particulier chez
ces larves âgées ne nous semble pas pouvoir être interprétée comme un signe
de l'apparition de phénomène de résistance au sein des populations de l'hôte.
Il en est de même des autres réactions de l'hôte à l'infection virale.
Le facteur le plus important de la dispersion et du
maintien du virus dans la biocoenose nous paraît pouvoir être recherché dans
les conséquences des caractéristiques de la maladie de l'adulte.
Les proliférations des cellules intestinales sensib1es
à l'infection sont à l'origine de l'énorme quantité de virus émise dans les
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déjections. Le dosage du virus dans celles-ci montre que la quantité émise
par adulte et par jour est théoriquement suffisante pour infecter tous les
Oryates de Wallis. Si l'on considère que l'adulte, en raison de son comporte-
ment, disperse du virus préférentiellement dans les niches écologiques occu-
pées par l'espèce, on peut être étonné du fait qu'Oryates rhinoaeros L. n'ait
pas été éradiqué de Wallis. La possibilité d'une transmission verticale ren-
force cette impression.
Le taux d'endémie virale d'une population dépend de
la probabilité de rencontre d'un individu avec l'agent virulent. Dans le cas
d'Oryates rhinoaeros L., le transport du virus par l'adulte, soit directement,
soit par transmission verticale, est un facteur très positif puisqu'il fré-
quente toutes les niches écologiques habitées par l'espèce. Toutefois, en
raison de la faible rémanence du pouvoir infectieux du virus dans les condi-
tions naturelles et de la réduction importante de la population due à la ma-
ladie, le nombre des gîtes larvaires potentiels et des plantes-hôtes non con-
taminés augmente considérablement. La probabilité d'infection d'un individu
diminue donc avec le niveau de la population. Il s'instaure alors un équili-
bre entre l'endémie virale et la population d'hôtes. Cet équilibre s'est tra-
duit à Wallis par un niveau moyen des dégâts, de l'ordre du seuil de nuisibi-
lité. Il paraît stable depuis 1973.
Le pourcentage de palmes attaquées obtenu dans nos
échantillonnages représente un chiffre moyen et des fluctuations locales
existent. La faible rémanence du pouvoir pathogène du virus peut en effet
entraîner sa disparition momentanée d'un gîte larvaire. On pourra donc assis-
ter à des recrudescences soudaines de dégâts sous forme de foyers localisés.
Une contamination rapide du gîte devrait intervenir, rendant toute interven-
tion inutile. Celle-ci serait d'autant plus inefficace que, lors de l'appari-
tion des palmes endommagées, 4 à 8 mois se seront écoulés depuis le dégât.
L'éradication du ravageur par traitements viraux mas-
sifs est une opération attirante dans les conditions de petites îles isolées.
Toutefois, toute augmentation artificielle de l'endémie virale présente de
sérieux risques. Une réduction trop forte des populations peut entraîner, à
la limite, la disparition totale du virus de 1abiocoenose. plus probablement,
lors de l'arrêt des traitements par le virus, l'apparition de foyers impor-
tants d'insectes sains est à craindre. On assistera, alors, à une recru-
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descence spectaculaire des.dégâts. Il convient, donc, dVêtre extrêmement pru-
dent dans la gestion de cet équilibre.
si les apports complémentaires des travaux de terrain
et de laboratoire ont permis une estimation de lVeffet de l'introduction du
. d'O t i' Walli~'ll ~h' d d .. dV1rus rya es une me1 eure compre enS10n es causes e son ma1nt1en ans
la biocoenose et l'identification du virus, de nombreux problèmes restent en-
core à résoudre. Nous en évoquerons brièvement quelques uns.
En ce qui concerne le virus lui-même
La disproportion entre la.taille dugénôme et le poids moléculaire des
protéines constitutives est considérable.
Le potentiel théorique de codage de protéines de l'ADN viral est de l'or-
dre de 42.000 acides aminés, soit un poids moléculaire total de protéines
de 4.200.000 daltons. La somme des poids moléculaires des protéines cons-
titutives n'atteint pas le dixième de cette valeur. Le génôme du virus
doit coder des protéines enzymatiques intervenant dans la morphogénèse
virale. Pour que l'existence de ces protéines non constitutives justifie
un tel écart, il faut leur attribuer un poids moléculaire total très élevé.
L'hypothèse de répétitions de l'information sur l'ADN viral, qui pourrait
expliquer cette disproportion, ne paraît pas se vérifier •. Des travaux
complémentaires portant sur les modalités biochimiques de la morphogénèse
et sur l'ADN viral sont donc souhaitables.
Le fractionnement de l'ADN du virus d'Oryates par des enzymes de restric-
tion apporterait de précieuses données sur la structure de l'information.
L'application aux ADN de Baculovirus de cette technique permettrait une
meilleure connaissance du groupe et aiderait peut-être à la solution du
problème de la caractérisation des souches virales.
- Le couplage probable de la molécule d'ADN avec une protéine basique, dans
la structure intracapsidaire, se prête à des études approfondies sur les
interactions ADN-protéine, notamment au niveau de l'induction d'une struc-
ture tertiaire de la molécule et des modifications que celle-ci est sus-
ceptible d'entraîner sur la structure secondaire. De nombreux laboratoi-
res s'intéressent actuellement aux Baculovirus qui présentent des pers-
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pectives économiques croissantes. Il est donc probable que le système
ADN-protéine mis en évidence sur le virus d'Oryates sera rapidement uti-
lisé pour des études approfondies.
- La prolifération spectaculaire, chez l'adulte, des cellules des cryptes
de régénération de l'intestin moyen, qui sont, en outre, le siège d'une
intense multiplication virale, présente un grand intérêt en tant que ma-
tériel de base pour l'extraction et l'étude des enzymes intervenant dans
la morphogénèse. L'étude du mécanisme d'induction de cette prolifération
cellulaire serait, en outre, du plus haut intérêt.
Les modalités du "release" du virus dans les cellules sanguines et de la
valeur à accorder à leurs vacuoles cytoplasmiques restent à préciser par
des études in vivo et en cultures cellulaires.
Les explications des phénomènes constatés sur le ter-
tain. qui ont été proposées à la lumière des résultats de laboratoire. ont
fait apparaître l'absence d'un certain nombre de données:
- le taux d'agrégation des adultes dans leur comportement d'alimentation et
sa variation en fonction du niveau de leur population ;
l'importance des transferts de population d'adultes et sa dépendance vis-
à-vis de la densité des individus
- la localisation dans l'espace des accouplements et la fréquence de
ceux-ci
l'importance relative des différentes voies de transmission de l'agent
pathogène.
L'ensemble de ces données serait nécessaire à une mo-
délisation mathématique de l'équilibre obtenu. qui serait un instrument de
gestion de l'équilibre du plus haut intérêt. La création de ce modèle permet-
trait des études comparatives extrêmement fécondes avec d'autres systèmes
d'épidémiologie virale.
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PLANCHE l
Fig. 1 - Carte des Océans Indien et Pacifique de l'Ouest montrant
la répartition géographique de l'espèce Oryctes rhinoceros L.
(zones entourées de pointillés).
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PLANCHE II
Fig. 2 - Carte de l'archipel de Wallis.
Les zones hachuré$ indiquent les aires d'échantillonnages.
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PLANCHE III
Fig. 3 - Courbes des variations. au cours de l'année. de
l'hygrométrie moyenne à Wallis d' aprés les relevés
météorologiques des années 1950 à 1964 (Service
météorologique de Nouvelle Calédonie 1966) •
-
U6 =: hygrométrie moyenne à 6 heures
U12= hygrométrie moyenne à 12 heures
U18 =: hygrométrie moyenne à 18 heures
U =: hygrométrie moyenne
Fig, 4 - Courbes des variations au cours de l'année des
températures à l'Ile Wallis,
T =: moyenne absolue
TX=: moyenne des maxima
T = moyenne des minima
n
Ces courbes ont été établies d'après les données
météorologiques des années 1950 à 1964 (Service
météorologique de Nouvelle Calédonie 1966).
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PLANCHE IV
Fig. 5 - Histogramme du nombre de palmes par cocotier à
IJ11e Wallis. Les fréquences sont indiquées en pourcentage
du nombre total d'arbres échantillonnés (980).
Fig. 6 - Pluviométrie moyenne mensuelle à l'11e Wallis des
années 1950 à 1964.
(schéma tiré du Service Météorologique de Nouvelle
Calédonie, Numéa 1966).
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PLANCHE V
Fig. 7 ~ Carte des sols de l'ile Wallis d'après TERCINIER (1960).
A: SOLS CALCIMORPHES
Sableux de plages soulevées et sablo limoneux hydromor-
phes à gley.
B: SOLS FERRALITIOUES
Brun beige à beige rougeâtre
Brun beige \\ humifères. /1
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Brun rouge pierreux.
C: SOLS JUVENILES
Noirs à couverture pierreuse de laves bulleuses .
Brun foncé~ parfois plus ou moins rougeâtres. riches en
débris de roche en cours d'altération.
Parasquelettiques de fortes pentes.
Emplacement de prélévement et N9 de référence des pro-
fils de sols étudiés.
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PLANCHE VI
Fig. B - Dégât d'Dryctes sur jeune cocotier. avec lésion du
point végétatif.
Fig. 9 - M~me type de dégât sur cocotier adulte.
Fig.10 - Attaque sévère de cocoteraie par Oryctes rhinoceros L.
Fig.11 - Cocotier ayant subi des dégâts importants.
Fig.12 - Galeries larvaires et adultes à la base d'un stipe
de cocotier mort.
Fig.13 - Attaque d'adultes d'Oryctes sur faux troncs de bananier.

PLANCHE VII
Fig, 14 - Schéma du coeur de cocotier, On notera le repliement
vers le haut des folioles le long du rachis de la
palme, qui explique que à la suite de la perforation
par l'adulte d'Oryctes d'une galerie perpendiculaire à
l'axe du coeur. la palme présente après son déploi~ment.
un aspect en "ar§te de poisson" caractéristique,
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PLANCHE VIII
Fig. 15 - Appareil à électroélution utilisé pour l'obtention de
la protéine basique du virus d'Oryctes rhinoceros L.
Les électrodes sont en platine, Une membrane de type
membrane à dialyse peut être intercalée entre l'électrode
reliée au pole positif et le bouchon de gel à 10 % de
polyacrylamide. Dans ce cas, la protéine est recueillie
entre le bouchon et la membrane.
Hel 0,01 N
1
tube en sil icone
/PLANCHE IX
Fig, 16 - Courbes de mortalités des larves de troisième stade
d'Oryctes rhinoceros L, en fonction de la température,
Sur IP axe des abcisses sont portés le nombre de jours
entre IPinfection et la mort et sur l'axe des ordonnées
les pourcentages cumulés de mortalités. Les lots de larves.
composés de 30 à 50 individus étaient infectés per os.
Fig. 17 - Courbes de mortali~s des différents stades larvaires
à 25°C. Les lots de 50 individus ont été infectés per os.
Les coordonnées sont identiques à celles de la
figure 16.
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PLANCHE X
Fig. 18 - Courbes de mortalités d'adultes à 25°C infectés par le
virus. nourris avec un liquide contenant ou non des
antibiotiques.
Sur l'axe des ordonnées sont portés les pourcentages
cumulés de mortalités. Sur l'axe des abcisses. le nombre
de jours après l'infection.
Les adultes ont été infectés par os et élevés à
25°C dans une atmosphère à 80 % d'hygrométrie. Les lots
étaient de 100 individus.
Fig. 19 - Courbes des pourcentages cumulés de mortalité en fonction
du temps après l'infection. Les lots étaient d'environ
250 individus.
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PLANCHE XI
Fig. 20 - Virions dans une cellule péritrachéenne.
V virions
T paroi de la trachéo1e
X '" 36 000
Fig. 21 - Virions dans la lumière d'une trachéo1e.
V = virions
T paroi de la trachéole
X :: 26 000

PLANCHE XII
Fig. 22 - Début d'infection d'une cellule dans l'intestin moyen
de la larve d'O. rhinoceros L.
On note une forte hypertrophie nucléaire, la margination
de la chromatine, la présence de nombreuses vésicules dans
le nucléoplasme et un début d'accumulation des virions
à la périphérie du noyau.
n = noyau
V virion
m mitochondrie
X = 19 000

PLANCHE XIII
Fig. 23 - Infection à un stade très avancé d'une cellule
intestinale de la larve d'O. rhinoceros L•• On note une
accumulation de virions à la périphérie du noyau, des
modifications importantes de la membrane nucléaire et
sa rupture, ainsi qu'une dégénérescence de la
structure du cytoplasme.
mb membrane nucléaire
V = virion
X 36 000

PLAI\JCHE XIV
Fig. 24 - Importantes modifications de la membrane nucléaire par
infiltration de matériel dense entre les feuillets. Noter
l"accumulation périnucléaire de corpuscules dyant l'aspect
de ribosomes.
X = 50 000.
Fig. 25 - Zone de nucléoplasme d'une cellule de l'intestin moyen de
la larve montrant la présence de structure5réticulé~
X = 147 500.

PLANCHE XV
Fig. 26 - Cellule sanguine d'O. rhinoceros L. en culture.
L'infection provoque une délamination des feuillets de la
membrane nucléaire. On notera les différentes étapes du
processus de passage des particules virales à travers la
membrane nucléaire qui aboutit à la formation de vacuoles
cytoplasmiques.
X = 50 000.

PLAIIJCHE XVI
Fig. 27 - Cellule libre dans le canal éjaculateur dVoryctes
rhinoceros L. Noter la présence de virions dans le
cytoplasme.
V virion
X 24 BOO
Fig. 2B - Cellules des glandes annexes mâles d'O. rhinoceros L.
Noter IVinfection nucléaire avancée de ces cellules
glandulaires.
X = B 500.

PLANCHE XVII
Fig. 29 - Infection du tractus génital mâle : présence de virions
libres dans le cytoplasme de spermatides.
V virion
S flagelles en formation
X 43 800.
Fig. 30 - Présence de virions dans un spermatide évolué. Les
spermatozoïdes sont ici en fin d'organisation.
V = virion
f = flagelles en coupe
X = 50 000
®
PLANCHE XVIII
Fig. 31 - Infection de spermatide jeune,
Noter la présence de virions dans le cytoplasme
et l'infection du noyau du spermatide.
V virion
n :: noyau
f flagelle
X 20 000

PLANCHE XIX
Fig. 32 - Noyau de spermatide ayant été le siège d'une intense
morphogénèse virale.
n = noyau
X = 24 000
Fig. 33 - Extrémité de cyste infecté montrant la présence de
virionset une intense désorganisation avec accumulation
de dépôts d'allure mélanique.
V = virion
S coupe de spermatozoïde
X = 31 000

PLANCHE XX
Fig. 34 - Présence de virions dans le tractus génital femelle.
virions libres dans une zone d 9 accumulation de matériel
de réserve et dans des vacuoles. Noter la désorganisation
spectaculaire du cytoplasme de cette cellule probablement
folliculaire.
V =: virion
X :: 203 000

PLANCHE XXI
Fig. 35 - Présence de virions dans le tractus génital femelle.
Accumulation de particules virales cytoplasmiques.
Noter la dégradation générale du tissu.
V '" virion
X ;: 18 500
Fig. 36 - Détail des particules visibles sur la figure 23.
X = 56 500.

PLANCHE XXII
Fig. 37 - Particules virales dans le chorion en formation
d'ovocytes.
V = virion
ch= chorion
X = 30 500
Fig. 38 - Particules virales dans le chorion en formation
d'ovocytes.
X = 34 000
Fig. 39 - Particules d'allure virale dans le vitellus
d'ovocytes chorionés.
V vitellus
v = virion
X = 58 000

PLANCHE XXIII
Fig. 40 - Noyau de cellule sanguine infectée à l'intérieur d'un
granulome.
Noter l'absence de virions matures dans le noyau
contrastant avec leur présence dans une vacuole
cytoplasmique.
N = noyau
v = virion
P = précurseur d'enveloppes
X 31 000
Fig. 41 et Fig. 42 - Agrandissement de particules virales du
noyaL: de la figure 40. Noter l'absence de matériel
dense aux électrons dans la capside pourtant obturée
de ces particules.
X = 94 500.

PLANCHE XXIV
Fig. 43 et 44 - Particule virale libre dans le cytoplasme.
N = noyau
V = virion
X fig. 43 = 24 800
X fig. 44 = 49 500
Fig. 45 - Particules virales incluses dans des vacuoles cyto-
plasmiques d'une cellule sanguine. On notera la séparation
des feuillets de la membrane nucléaire.
X = 94 000

PLANCHE XXV
Fig. 46 - Phénomène de phagocytose dans une cellule sanguine.
~oter la présence de dé~ts mélaniques sur la paroi
des vacuoles cytoplasmiques contenant des particules
virales.
v = virion
V vacuole
m ::: membrane
X 1BODO

PLANCHE XXVI
Fig. 47 - Cellule sanguine intra granulomique montrant la
présence dans une vacuole cytoplasmique de nombreuses
particules virales. Des feuillets multiples avec dép~t de
matériel dense composent la paroi de la vacuole. Le noyau
ne montre pas de signes nets d'infection.
V virion
N - noyau
X 37 000
Fig. 48 - Cellule sanguine dont le noyau présente des signes de début
d'infection sans présence de particules virales matures.
Ceci contraste avec la présence de nombreuses particules
virales dans des vacuoles cytoplasmiques qui paraissent
pouvoir être liées à un phénomène de phagocytose.
X ~ 21 500.

PLANCHE XXVII
Fig. 49 - Epaississement d'une paroi de lobe adipeux de larve
de troisième stade âgée. On y notera la présence de
fibresmélanisées.
T = tissu adipeux
P = paroi de granulome
X = 125
Fig. 50 - Détail de la paroi du granulome. Noter la présence
de fibres mélanisées et de cellules sanguines. Le
cytoplasme de certaines cellules sanguines est plus
dense.
P paroi du granulome
X 400
Fig. 51 - Granulome formé de cellules sanguines autour d'un
fragment de tissu adipeux. Noter la présence de
cellules dans le granulome.
CS cellule sanguine
X = 400
Fig. 52 - Réaction dans le tissu adipeux avec accumulation de
cellules sanguines et dégénérescence du tissu adipeux.
X = 300
®p
@
PLANCHE XXVIII
Fig. 53 - Granulome intéressant un lobe adipeux. On notera
l'infiltration de cellules sanguines à l'intérieur
du lobe et l'accumulation dDun matériel se colorant
au picro-indigo-carmin.
G = granulome
X 1000
Fig. 54 - Lobule adipeux dans un granulome. Certaines cellules
ont un cytoplasme compact.
G granulome
X = 300
Fig. 55 - Granulome avec centre mélanisé dans la paroi de
l'intestin moyen de la larve.
G = granulome
m = mélanine
X 150
Fig. 56 - Cellules sanguines vacuolisées à aspect caractéris-
tique de bague à chaton.
CS = cellule sanguine
X = 1000

PLANCHE XXIX
Fig. 57 - Accumulation de cellules sanguines autour d'une
trachéole du tissu adipeux.
T = trachéole
cs= cellule sanguine
X = 550
Fig. 5B - Granulome en formation autour d'une trachée.
T trachéole
X = 2BO
Fig. 59 - Coupe de formations membraneuses mélanisées autour
d'une trachéole.
fm fibres mélanisées
X = B 000
@
PLANCHE XXX
Fig. 60 - Cellule sanguine à la périphérie d'un granulome.
Noter la dégénérescence cytoplasmique~ la
disparition de la membrane cytoplasmique et l'inclusion
d'un matériel dense aux électrons.
n = noyau
PG = paroi de granulome
X = 11 000
Fig. 61 - Paroi de granulome formée essentiellement de fibres
et fibrilles denses aux électrons.
X 8 000.

PLANCHE XXXI
Fig. 62 - Paroi de granulome. Noter la présence d'un fin
réseau de fibrilles denses au dessus de la coque.
Une cellule sanguine vacuolisée est visible
au dessous de la paroi.
V = vacuole
PG = paroi de granulome
X = 28 000
Fig. 63 - Paroi de granulome englobant une cellule sanguine
dont le noyau est infecté.
n = noyau
PG= paroi de granulome
X = 5 600

PLANCHE XXXII
Fig. 64 - Paroi de granulome englobant deux cellules sanguines
à noyaux infectés. Noter la vacuolisation intense
du cytoplasme et la présence de fibrilles dans la
cellule du haut de la planche.
CS cellule sanguine
V = vacuole
N noyau
X 5 000

PLANCHE XXXIII
Fig. 65 - Cellules sanguines englobées dans la paroi d'un
granulome. Le noyau présente des signes d'infection
virale.
i\l = noyau
PG= paroi de granulome
X = 10 200
Fig. 66 - Fibres mélanisées dans la paroi d'un granulome.
fm fibres mélanisées
X = 39 500

PLAI~CHE XXXIV
Fig. 67 - Cellule sanguine d'apparence non infectée située à
l'intérieur d'un granulome. On notera la dégradation
de la membrane cytoplasmique. la disparition de la
membrane nucléaire et la dégénérescence des structures
cytoplasmiques.
CS = cellule sanguine
n = noyau
X = 3 000

PLANCHE XXXV
Fig. 68 - Multiplication des noyaux de cellules adipeuses.
n = noyau
X 200
Fig. 69 - Noyaux de cellule adipeuse en cours de séparation
n = nOY3u
X 1 100
Fig. 70 - Intestin moyen d'adulte infecté. Noter l'hypertrophie
des cryptes de régénération.
L l = lumière intestinale
C R = crypte de régénération
X = 250
Fig. 71 - Détail d'une crypte de régénération. La coupe
intéresse l'orifice d'évacuation des cellules à travers
la paroi musculaire.
CR = crypte de régénération
X = 800
@ @
PLANCHE XXXVI
Fig. 72 - Corps d'inclusions cytoplasmiques de cellules
intestinales larvaires. Ces corps contiennent des
particules virales. Noter IDaccumulation de membranes
à leur périphérie.
CIC = corps d'inclusions cytoplasmiques
X = 87 500
Fig. 73 - Corps d'inclusion cytoplasmique de plus grande taille.
Noter la paroi parfois très épaisse formée par une
accumulation de membranes.
CIC = corps d'inclusion cytoplasmique
X = 32 700
@
PLANCHE XXXVII
Fig. 74 - Dispositif utilisé pour la production de virus à
partir des déjections.
Fig. 75 - Examen de surnageant de déjections d'adultes infectés
après simple clarification à 5 000 g pendant 15 mn.
X = 87 500
®
PLANCHE XXXVIII
Fig. 76 - Processus de purification de virus utilisé pour la
production de masse. Le tampon T de base utilisé est
-3
un tampon phosphate de sodium 10 M~ pH 8,2. Le chiffre
suivant,le T sur le schéma,indique le pourcentage
de saccharose poids/poids ajouté au tampon de base
pour en modifier la densité.
jus brut
t.
1
repris T 12'" .. ... clarification (5000g -15mn)
•culot tsurnageant
pH 4,5
+prec:.ipitation (15000g - 30 mn)
..
surnageant culot repris en T 45 pH 8,2
culot
t
centrifugation 100000 g - 60mn
/' t.
surnageant
dialyse T 30 pH 8',2
~
gradient oblique saccharose 30-50 P P
pH 8,2
centrifugation 100000g 60mn
dialyse bande du virus T30 pH 8,2
gradient horizontal 30-50 P P
PLANCHE XXXIX
Fig. 77 - Enregistrement densimétrique d'un gradient horizontal
de purification. On notera la présence d'un pic secon-
daire plus dense qua le pic principal.
A l'examen en microscopie électronique ce pic para1t
constitué de particules dont l'enveloppe adhère
étroitement à la capside.
1.1300
....-...
-_ ..-
~--_......-
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--.._..-_..
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PLANCHE XXXX
Fig. 78 - Spectre d'absorption d'une suspension virale purifiée
dans l'ultra-violet. après correction selon BONHOEFFER
et SCHACHMAN (1960). Le rapport des absorptions à
260 et 280 nm est de 1.32.
0.0.
f
0.5
o
238240 250 260 280
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PLANCHE XXXXI
Fig. 79 - Courbes des pourcentages cumulés de mortalité de
larves de 2ème stade en fonction du temps. Les
différentes courbes correspondent à différentes
dilutions de la suspension virale injectées à chaque
lot de larves.
Fig. 80 - Courbe dose-effet tracée à partir des résultats de la
même experimentation. La transformation en probit
des pourcentages de mortalité corrigés et en
logarithme des doses permet l'ajustement à une droite.
~% mortalifé
®
10-9
C
20 .
nb de· 25Jours
15~----~~=-=~':-~~==:/~~---O -~---••__• __a5 _ ......-- .10
Prob"t1 mortal ité
-10 -8 _2
J.og dilution
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PLANCHE XXXXII
Fig. 81 - Suspension virale purifiée. Coloration acétate
d'uranyle 3 %. Noter sur les particules dégradées par
le choc osmotique. la capside aplatie à ses extrémités
et l'enveloppe.
c = capside
e = enveloppe virale
X = 81 000

PLANCHE XXXXIII
Fig. 82 et 83 - Formes longues du virus.
X82 141 000
X83 141 000
Fig. 84 - Particule formée de deux capsides dans une même
enveloppe.
X = 113 000
Fig. 85 - Capside très courte. De telles formes sont extrêmement
rares.
X = 92 500
Fig. 86 - Particules virales légèrement dégradées montrant les
prolongements apicaux de l'enveloppe.
X = 51 500

PLANCHE XXX XIV
Fig. 87 - Détail de coupe de noyau de cellule infectée. Noter
la présence de formes longues du virus. L'infiltration
de matériel entre les feuillets de la membrane nucléaire
est visible (en haut de la photo) ainsi que l'altération
de la structure en feuillets [bas de la photo),
mn ~ membrane nucléaire
fI = forme longue du virus
X ~ 53 000

PLANCHE XXXXV
Fig. 88 - Coupe de particules virales dans un noyau infecté.
On notera l'aspect parfois dissymétrique des
particules dû à des protubérances de l'enveloppe
virale.
e = enveloppe
X 87 500
Fig. 89 - Coloration négative de particules montrant le
caractère lâche de l'enveloppe.
e = enveloppe
X = 188 700
Fig. 90 - Aspect d'une enveloppe virale paraissant présenter un
prolongement en poignée. Coloration négative PTA.
e = enveloppe
X 197 700
e
PLANCHE XXXXVI
Fig. 91 - Fragment d'enveloppe après dégradation partielle au
thioglycolate de sodium pH 10,25. Noter la présence
de sous-unités de 20 nm de diamètre ayant valeur de
péplomères.
ppm péplomère
X = 181 000
Fig. 92 - Action du triton X 100 sur les particules virales.
On notera l'action sélective de ce détergent au
niveau des extrémités de la capside.
X = 164 000
Fig. 93 - Dégradation de particules virales au thioglycolate
de sodium 0,1 M + carbonate de sodium 0,7 M è pH 10,25.
Les capsides virales sont entièrement dégradées. Seules.
restent la partie interne de l'enveloppe et la structure
nucléoprotéique.
e = enveloppe
np= structure nucléoprotéique
X= 81 000
®
PLANCHE XXXXVII
Fig. 94 et 95 - Agrandissement de la capside virale montrant la
présence de sous-unités structurales placées selon une
symétrie hélicoïdale.
c = capside
X94 = 395 000 X95 = 265 500
Fig. 96 - Capside virale montrant l'épaississement terminal en
deux feuillets.
ep épaississement apical de la capside
X = 207 000
Fig. 97 - Virion dégradé par choc osmotique
e = enveloppe
c = capside
np= structure nucléoprotéique
X = 248 600
®
PLANCHE XXXXVIII
Fig. 98 - Virions en coloration négative. On notera le caractère
lâche de l'enveloppe et sur la particule dégradée
l'aspect granuleux de la structure nucléoprotéique.
ve = virus entier
c = capside
np nucléoprotéine
X = 283 000
/
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PLANCHE XXXXIX
Fig. 99 - Particule dégradée par choc osmotique montrant
l'aspect en tresse de la structure nucléoprotéique.
Coloration négative à l'acétate d'uranyle.
e = enveloppe
c = capside
np= structure nucléoprotéique
X = 220 000
Fig.100 - Aspect natif de la structure nucléoprotéique avec son
enveloppe protéinique. Coloration à l'acétate d'uranyle
et ombrage rotatif sous faible incidence au platine-
palladium.
e = enveloppe
c = capside
np= structure nucléoprotéique
X = 100 500
Fig.101 - Structure nucléoprotéique. Début du déroulement des
deux brins de la tresse.
np = structure nucléoprotéique
X = 113 000
Fig. 102- Capside de forme longue du virus avec début de sortie
de la structure nucléoprotéique. Il semble que sa longueur
soit plus importante que celle des structures nucléo-
protéiques de particules normales.
fI = forme longue
np = structure nucléoprotéique
pn = particule normale
X = 95 000
"..:1iOù' .
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PLANCHE L
Fig. 103 - Dépliement de la molécule d'ADN dans la structure
nucléoprotéique. Contraste par ombrage rotatif.
np structure nucléoprotéique
X = 186 500
Fig. 104 - Dép11ement de la molécule d'ADN dans la structure
nucléoprotéique en coloration négative.
np = structure nucléoprotéique
X = 220 000

PLANCHE LI
Fig. 105 - Dépliement de la molécule d'ADN. Sortie à deux brins,
l'un(A)ayant une longueur moitié de l'autre (B)
X = 194 000
Fig. 106 - Dépliement partiel de la molécule à 2 brins de longueur
moitié l'un de l'autre
X = 94 000
Fig. 107 - Aspect de dégradation de structure nucléoprotéique
montrant un repliement d'un brin de la moitié de
l'autre.
X 145 000

PLANCHE LIr
Fig. 108 - Déroulement de la structure nucléoprotéique
np = structure nucléoprotéique
X = 181 000
Fig. 109 - Déroulement de la tresse par l'autre extrémité
np = structure nucléoprotéique
X = 181 000

PLANCHE LIlI
Fig. 110 - Image de la nucléoprotéine virale dégradée montrant
le repliement de la molécule d'ADN.
X ., 118 500
•
PLANCHE UV
Fig. 111 - Dégradation de la structure nuc1éoprotéique
montrant les repliements de la molécule d'ADN.
X = 621 500
Fig. 112 - Autre image de dégradation de la structure nuc1éo-
protéique montrant l'entrecroisement des différents
brins.
X = 135 500

PLANCHE LV
Fig, 113 - Déploiement de la molécule d'ADN, L'enveloppe
protéinique de cette molécule est visible sur cette
photo, Des amas parasphériques peuvent être observés
le long de la molécule,
n = "nuc1éosome"
X 169 SDD
•
PLANCHE LVI
Fig. 114 - Libération dJ~tructure nucléoprotéique par dégrada-
tion de la particule virale.
np = nucléoprotéine
X = 62 000
Fig. 115 - Déroulement partiel de la structure nucléoprotéique.
L'enroulement des brins l'un sur l'autre est
particulièrement visible sur cette photographie.
X = 181 000

PLANCHE LVII
Fig. 116 - Structure nucléoprotéique libérée avec amas dense à l'une
de ses extrémités. On notera la relaxation de la tresse.
np = nucléoprotéine
X = 152 500
Fig. 117 - Dégradation de la particule virale montrant la structure
nucléoprotéique dans l'enveloppe déchirée après
destruction de la capside par le mélange réducteur basique
thioglycolate de sodium - carbonate de sodium.
e = enveloppe
X = 242 DDD
Fig. 118 - Structure nucléoprotéique sortant du reste de l'enveloppe
après action du mélange réducteur basique.
np = nucléoprotéine
X = 282 5DD

PLANCHE LVIII
Fig. 119 - Structures nucléoprotéiques partiellement purifiées en
gradients de saccharose. On notera la basse conserva-
tion de ces structures malgré la relaxation de la tresse.
X = 109 500
Fig. 120 - Détail d'une structure nucléoprotéique purifiée
montrant la disparition de la tresse.
X 141 000
Fig. 121 - Aspect de particules virales en coupe dans un noyau
infecté après fixation au glutaraldéhyde. Le nombre de
stries transversales intracapsidaires semble compatible
avec celui des spires de l'enroulement formant la tresse
(cf. Fig. 99 et Fig. 115t.
X = 94 000
Fig. 122 - Détail d'une particule de la figure 121.
X = 175 000

PLANCHE LIX
Fig. 123 • Culture de cellules sanguines d'8ryctes rhinoceros
L. Début d'infection par le virus. Noter la
margination de la chromatine et1es premières particules
virales formées. Une séparation des deux feuillets
de la membrane nucléaire peut être observée. La
présence de capsides nues contre la paroi est visible
en-quelques points.
e = séparation des deux feuillets de la membrane
nucléaire, avec parfois rupture du feuillet
interne
c = capsides nues
X R 25 000
Fig. 124 - Agrandissement d'une capside nue située contre la
membrane nucléaire.
c = capside nue
n R noyau
mb= membrane nucléaire
X = 88 000

PLANCHE LX
Fig. 125 - Coupe de nucléoplasme dans un noyau en début d'infection.
On notera la présence de structures membranaires ouvertes
plus ou moins en spirale ayant valeur de précurseur
d'enveloppe virale.
pe précurseur d'enveloppe
X 88 000
Fig. 126 - Particule virale située à proximité de la membrane
nucléaire.
mn = membrane nucléaire
X = 157 000
Fig. 127 et 128 - Agrandissement de la membrane nucléaire et de la
particule virale. Ces deux photos sont au même gros-
sissement final et montrent la différence d'épaisseur
entre les feuillets de la membrane nucléaire et
l'enveloppe virale.
mn membrane nucléaire
e = enveloppe
X = 345 000

PLANCHE LXI
Fig. 129 - Formation de la capside virale à l'intérieur du
précurseur de l'enveloppe (1-2-3-4)
X = 140 000
Fig. 130 - Remplissage de la capside lors de la morphogénèse
virale (1-21. On notera en 3 la double enveloppe
de certaines particules et la capside vide. fermée
dans le plan de la coupe entourée d'une enveloppe
ouverte.
X =
Fig. 131 - Formation de la capside virale dans la vésicule
préfigurant l'enveloppe.
X =

PLANCHE LXII
Fig. 132 - Noyau très infecté. On notera llaccumulation de
membranes intranucléaires englobant parfois des
virions matures.
X = 19 000
Fig. 133 - Remplissage de la capside d'une forme longue du
virus. On notera llouverture de l'extrémité de
llenveloppe.
X = 75 500

PLANCHE LXIII
Fig. 134 - Aspect de noyau infecté montrant différentes phases
de la morphogénèse virale à l'intérieur des vésicules
préfigurant l'enveloppe virale. On notera la
présence de vésicules formées par plusieurs membranes
accolées.
X = 50 000
Fig. 135 - Grossissement de particules virales montrant la
dissymétrie de l'enveloppe, l'existence d'un prolon-
gement apical de celle-ci et de matériel dense aux
électrons entre l'enveloppe et la capsid~.
X = 126 000

PLANCHE LXIV
Fig. 136 - Noyau très infecté avec empilement pseudocristallin
de particules virales. On observera les modifications
de la membrane nucléaire et la vacuolisation du
cytoplasme.
X = 25 000

PLANCHE LXV
Fig. 137 et 138 - Noyau de cellule sanguine avec rupture de la
membrane nucléaire et pénétration de particules virales
entre ses feuillets.
r = rupture de la membrane nucléaire
X137 = X138 =

PLANCHE LXVI
Fig. 139 - Matériel dense aux électrons dans une vésicule de
morphogénèse.
X = 172 000
Fig. 140 - 141-images en coupe de la répartition de matériel dense
aux électrons dans la capside virale.
X140 = 120 000 X141 ~ 69 000
Fig. 142 - Exocytose virale. On notera les modifications de la
structure de la membrane cytoplasmique au niveau de
la particule virale.
mc = membrane cytoplasmique
X 104 000

PLANCHE LXVII
Fig. 143 - Aspects de morphogénèse virale montrant les prolonge-
ments apicaux de l'enveloppe sur les vésicules.
pe = prolongement de l'enveloppe
X = 107 000

PLANCHE LXVIII
Fig. 144 - Aspects en coupe de la répartition du matériel
dense aux électrons intracapsidaire.
X = 157 000
Fig. 145 - Particule du Baculovirus du crabe Carcinus maenas. On
notera la taille et la répartition des sous-unités de
la capside.
c = capside
e = enveloppe
X = 224 000

PLANCHE LXIX
Fig. 146 - Structure tertiaire de la molécule d'ADN à l'intérieur
de la structure nuc1éoprotéique. Ce schéma résume une
hypothèse de repliement de la molécule tenant compte
des images observées (planches LI, figures 105-106-107
et planche LIlI, figure 110).
2/
/
1
/
1
PLANCHE LXX
Fig. 147 - Spectre de l'acide nucléique viral.
0.0.
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1
230 260 290 nm
PLANCHE LXXI
Fig. 148 - Détermination de la densité de l'ADN en gradient non
préformé de chlorure de césium par centrifugation
analytique en présence de l'ADN du phage 2C. Dans
cette expérience l'ADN du virus d'Dryctes
rhinoceros L. est en milieu neutre.
Fig. 149 - Détermination de la densité de l'ADN du virus
d'Oryctes rhinoceros L. dénaturé par traitement
basique puis neutralisé.
ADN
virus
Oryctes
ADN
phage
2C
ADN
phage
2C
ADN
virus
oryctes
dén. neut.
PLANCHE LXXII
Fig. 150 - Détermination de la densité de l'ADN du virus
d'Oryctes rhinoceros L. en présence d'ADN du phage
SP 50.
ADN virus
Oryctes
+ ADN phage
Sp50
PLANCHE LXXIII
Fig. 151 - Détermination de la température de fusion de l'ADN
du virus d'Do rhinoceros L.
L'ADN du phage T 7 a été utilisé comme témoin.
Oryctes
325
T7
E 260
c
Cl
co
N
·eu
.q
C
240300
Oryctes
350
220
275L~~---_---C9l'nO-------~95i85
PLANCHE LXXIV
Fig. 152 - Schéma des formes des molécules d'ADN circulaire
fermé.
Le passage de la forme 1 aux formes 2 et 3 est
représenté en haut du schéma.
L'effet de la dénaturation sur ces différentes
formes est représenté au bas du schéma.
(d'après VINOGRAD et al. 1965).
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PLANCHE LXXV
Fig. 153 - Courbe de renaturation de l'ADN du virus Oryctes.
L'ADN du phage SP 50 a été utilisé comme témoin. La
droite de Cot en fonction du temps montre que les
poids moléculaires des génbmes sont très voisins,
celui du virus d'O. rhinoceros L. pouvant être moins
élevé.
Fig. 154 - Courbe de renaturation des ADN du phage T 7 et du
virus d'Oryctes rhinoceros L.
C. total
C. non app.
3
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PLANCHE LXXVI
Fig. 155 - Profils de centrifugation en gradients de chlorure
de césium en présence de diodure de propidium des
ADN du virus d'O. rhinoceros L. et du phage PM 2 •
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PLANCHE LXXVII
Fig. 156 - l'1olécule d'ADN en forme II du virus d'O. rhinoceros
Etalement selon la technique de DUBoCHET et al.
1971 ) •
X 25 000.

PLANCHE LXXVIII
Fig. 157 - Molécule d'ADN du virus d'O. rhinoceros L. sous
forme relaxée et molécule également sous forme II
de l'ADN du phage PM2•
X = 33 500.

PLANCHE LXXIX
Fig. 158 - Molécules d'ADN du phage PM2 et du virus d'Dryctes
rhinoceros L. La molécule d'ADN du virus parait âtre
sous sa forme Buperhélicoide tandis que les molécules
d'ADN du phage PM2 se présentent sous les formes
superhélicoides et relaxées.
X = 33 500.

PLANCHE LXXX
Fig. 159 - Forme II ou relaxée de la molécule circulaire de l'ADN
du virus d'orycte5 rhinoceros L.
étalement selon DAVIS (1971).
X .. 32 000.
•

PLANCHE LXXXI
Fig. 160 - Molécule d'ADN superhélico!de du virus d'Oryctes
rhinoceros L. en présence de bromure d'éthidium ayant
subi une cassure sur l'un des brins au moment du
dépot sur la grille. Une partie de la molécule est
sous forme II relaxée tenais que le reste est encore
sous forme superhélico!de.
X ~ 30 000.

PLANCHE LXXXII
Fig. 161 - Molécules d'ADN du phage PM2 et du virus d'oryctes
rhinoceros L. de forme l en présence de bromure
d'éthidium. L'une des molécules a subi deux cassures
au moment du dépôt sur la grille et présente deux
parties sous forme superhélico!de séparée par des
portions relaxées.
X .~... 30 000.

PLANCHE LXXXIII
Fig. 162 - Sortie de la molécule d'ADN du virus par choc
osmotique.
X :0 88 000
Fig. 163 - M~me image en présence de bromure d'ethidium.
X = 88 000

PLANCHE LXXXIV
Fig. 164 - Profil électrophorétique en SOS du virus
d'O. rhinoceros L.
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PLANCHE LXXXV
Fig. 165 - Electrophoregramme de la protéine basique majeure du
virus d'O. rhinoceros L.
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PLANCHE LXXXVI
Fig. 166 - Tracé de la droite empirique reliant le
logarithme de mr x 100 au poids moléculaire sur 1000.
La droite a été tracée en fonction des positions
de FI et de la protamine. Son équation est alors
log 100 mr = - 0.065 M 10-3 + 1.34
Q
D'autres équations sont également possibles. Elles
modifient de façon sensible les valgurs des couples
M-Q
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PLANCHE LXXXVII
Fig. 167 - Liaison entre les moyennes et les écarts-types des
dégâts aux cocotiers. Ces valeurs ont été calculées
sur différents lots de 20 cocotiers voisins les uns
des autres.
Les calculs ont été effectués pour le haut de la
couronne, le bas de celle-ci et son ensemble.
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PLANCHE LXXXVIII'
Fig. 166 - Cycle du virus Oryctes à l'ile Wallis.
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LEGENDE DES TABLEAUX
11 8 IV. V. VI. VII. VIII. IX. X. XI. XII
A = nombre de palmes échantillonnées en haut de la couronne
(ou pour le tableau VI A = B nombre des dernières palmes
échantillonnées)
B = nombre de palmes présentant des attaques dans AD
C = nombre de palmes à rachis sectionné parmi AD
D = nombre de palmes dans le reste de la couronne
(nombre total de palmes du cocotier = A+D)
E = nombre de palmes présentant des dégâts parmi D
F = nombre de palmes à rachis sectionné parmi D
1 = valeur en pourcentage de B/A
2 = " " " C/A
3 = " " " C/B
4 = " " " E/D
5 = " " " F/D
6 = " " " FIE
7 = " " " 1/4
B = " " " 2/5
9 = " " " 3/6
La signification des rapports 7 8 B et 9 est en fait:
Rapport 7 : Niveau actuel des dégâts causés par l'Oryct~s en prenant
pour base 100. les données fournies par l'échantillonnage
du reste de la couronne.
Rapport B
Rapport 9
Niveau actuel des sections de rachis de palmes en prenant
pour base 100 les données correspondantes du reste de la
couronne.
Niveau actuel de l'indice des palmes sectionnées par
palmes attaquées en prenant pour base 100 les données
éorrespondantes eu reste de la couronne.
Principales caractéristiques
des ADN
Densité en CsCI neutre
(g/cm3)
Densité en CsCl neutre
après dénaturation alcaline
(g/cm3)
Température de fusion dans
0,15 M NaCI 0,015 M citrate
trisodique
Pourcentage en AT d'après
le spectre d'absorption UV
suivant FELSENFELD
Pourcentage en GC d'après
densité CsCI
Coefficient de sédimentation
neutre 8° 20, W :
FORME l
FORME II
Coefficient de sédimentation
alcaline
FORME l
Cercle simple chaîne
Linéaire simple chaîne
Longueur de DNA, FORME II,
en microscopie électronique
(en microns)
Rapport des longueurs
avec DNA PM2
Poids moléculaire
(en millions Daltons)
d'après longueurs en
microscopie
Poids moléculaire, d'après
coefficient de sédimentation
FORME II
(en millions Daltons)
Poids moléculaire du génôme
d'après 8 linéaire alcalin
TABLEAU l
Virus Oxyates
rhinoaeros 1.
1,703
1,718
60 %
44 %
86
52
267
62
55
44
12,4
80
60
70
vi rus Tipu la
paludosa Meig
(selon REVET et
CUELPA)
1,687
1,703
80,8°
74 %
27,5 %
51
295
68,5
58,5
51
14,4
92
60
82
Phage PM2
(selon ESPEJO
et al., 1969)
26,4
19,4
75,5
23
21
3,54
6,4
4,55
6,32
TABLEAU II
CALCUL DES RAPPORTS 1 A 9
EN PRENANT LA PALME COMME UNITE
FAIOA
(témoin)
ILOTS DU NORD
(Infection
récente)
UVEA
Cocoteraie
dense
UVEA
Cocoteraie
non dense
UVEA
Total
25,6 17, 1 5,7 21,4 14,6
2 9,4 6,6 1,5 7,3 5,2
3 36,7 38,5 2,7 33,2 36,0
4 27,8 48,9 26,9 56,0 44,8
5 7, 1 14,9 8,0 24,2 18, 1
6 25,5 30,5 29,7 43,1 40,4
7 100,5 34,9 21,2 38,2 32,6
8 132,5 44,0 19,2 30,2 29,0
9 144,0 126,1 90,5 77 ,1 88,9
LEGENDE DU TABLEAU III
M = nombre de palmiers du sous-échantillon
m = nombre moyen de palmes endommagées dans la zone de la
couronne considérée
s = écart-type du nombre de palmes endommagées.
TABLEAU III
ETUDE DES MOYENNES ET VARIANCES
DE SOUS - ECHANTILLONS
FAIOA sous le vent
Attaquee
M m
Haut
s m
Bas
s m
Total
s
20 0,70 2,32 2,40 4,79 3, la 7,58
20 0,65 2,03 2,60 4,89 3,25 8,00
20 1,00 2,53 4,75 Il,47 5,90 19,47
20 2,25 5,26 7,75 Il ,57 9,95 20,05
20 1,90 3,578 7,90 13,473 9,95 16,789
20 0,75 2,84 4,~5 18,131 5,10 30,21
20 1,10 2,73 3,95 12,26 5,05 19,63
20 1,55 5,21 4,00 9,68 5,55 12,68
20 1,05 3,10 3,60 13,00 4,65 18,24
13 1,384 2,75 4,846 15,00 4,23 18,58
TABLEAU IV
TEMOIN
Faioa sous le vent Faioa au vent Total
m
A 99 % 5,9186 ± 0,0976 5,4782 ± 0,1224 5,64 ± 0,08
95 % ± 0,0742 ± 0,093 ± 0,06
1,2279 ± 0,3403 1,6473 ± 0~368 1,445 ± 0,253B ± 0,2586 ± 0,280 ± 0,192
0,4145 ± 0,193 0,637 ± 0,737 0,53 ± 0,15C ± 0,147 ± 0,560 ± 0, Il
17,4455 ± 0,633 17,9565 ± 0,585 17,71 ± 0,43D ± 0,481 ± 0,444 ± 0,33
4,6062 ± 0,692 5,2222 _± 0,625 4,925 ± 0,466E ± 0,526 ± 0,475 ± 0,354
1,15025 ± 0,312 1,35265 ± 0,32 1,255 ± 0,224F ± 0,237 ± 0,243 ± 0, 171
20,829 ± 5,74 30,14 ± 6,72 25,62 ± 4,48
± 4,36 ± 5, Il ± 3,41
2 7,0466 ± 3,27 Il ,59 ± 4,12 9,40 ± 2,67± 2,48 ± 3,13 ± 2,03
3 28,2927 ± 10,29 33,54 ± 9,04 31,30 ± 6,79± 7,82 ± 6,87 ± 5,16
4 28,2746 ± 4,59 30,35 ± 3,89 29,35 ± 4,18± 3,49 ± 2,96 ± 3,13
5 7,3471 ± 2, Il 8,21 ± 2,10 7,79 ± 1,49± 1,61 ± 1,60 ± 1,13
6 21,2402 ± 4,87 22,065 ± 4,17 21,70 ± 3,95
± 3,70 ± 3,17 ± 2,31
7 87,883 ± 39,71 126,767 ± 45,72 109,75 ± 31,06± 30,17 ± 34,73 ± 23,60
8 67,5257 ± 41,62 131,429 ± 76,37 102,99 ± 46,44
± 31,62 ± 58,02 ± 35,28
9 109,7209 ± 47,24 127,93 ± 49,67 120,47 ± 34,98± 35,89 ± 37,73 ± 26,57
TABLEAU V
FAIOA
COEFFICIENTS DE CORRELATION
A
B
c
D
E
F
A B
0,0983
c
0,0708
0,72797
D
- 0, 0230
-0,2362
-0,2126
E
0,0891
0,2375
0,25769
-0,1271
F
0,0239
0,2538
0,3621
-0,23047
0,7289
TABLEAU VI
ETUDE DES HUIT DERNIERES FEUILLES
UVEA UVEA
ILOTS DU NORD Cocoteraie dense Cocoteraie UVEA - Total
non dense
A m = 8 m = 8 m = 8 m = 8
m= 5,8510 m= 5,17 m= 7,05 m= 6,6767
B 99% 5 ,6 185-=:;·m ~ / ,0833 4, 77~m~ 5,57 6,89~m~ 7,20 6,5302 ~m~ 6,8231
95% 5,6744~m< 6,0275 4,86~m~ 5,48 6,93.:s:m~ 7,17 6,5654 ~m~ 6,7880
......
m= 2,2132 m= 1,70 m= 3,41 m= 3,0269
C 99% 1,9616~m~ 2,4648 1,38 ~m~ 2,03 3,17~m~ 3,64 2,8454~m~ 3,2085
95 % 2,0221 ~m~ 2,4043 1,45 ~m ~ 1,95 3,23 ~m~ 3,58 2,8890~m~ 3,1649
m=73,1559 m = 64,63 m = 88, 10 m = 83,458
99% 71,2317 <m ~ 76,0401 59 ,63 ~m':::; 69 ,63 86,18~m':::;90,02 81, 6282 ~m ,,85,2878
95% 7 1,929 7 ~m~ 75 , 342 1 60,83~m~68,43 85 ,64 ~m~89 ,56 92,0679 "m '" 84,8481
m=27,6642 . m = 21,26 m = 42,58 m=37,8352
2 99% 24,5 199~m~ 30 ,8085 17,24~m~25,27 39, 73~m~45,44 35,5659 ~m~40, 1045
95% 25 ,2757~m~ 30,0527 18,40~m~24,31 40,41 ::Sm~44,75 36, 1112 ~m':::;39,6592
m =36,9056 m =28,77 m =48,43 m =43,8787
3 99% 33, 1081 ~m~40, 7031 23, 84~m::S33,69 45,41 "m":::;51,46 41,4329 ::Sm"::; 46,3246
95% 34,0207 ~m':::;39,7905 25,03~m~32,51 46, 13~m ","50,73 42,0206~m":s45,7369
TABLEAU VII
UVEA - COCOTERAIES DENSES
m= 5,329 m= 5,947 %
A 99 % ± 0,105 ± 2,072
95 % ± 0,080 ± 1,574
m= 0,3046 m = 1,659 %
B ± 0,104 2 ± 1,000
± 0,079 ± 0,761
m= 0,0813 m = 23,254 %
C ± 0,046 3 ± 1,518
± 0,035 ± 1, 153
m= 20,3571 m = 27,621 %
D ± 0,4959 4 ± 2,293
± 0,3767 ± 1,742
m = 5,481 m= 8,521 %
E ± 0,454 5 ± l,14O
± 0,345 ± 0,846
m= 1,6282 m= 27,248 %
F ± 0,2043 6 ± 2,971
± 0,155 ± 2,303
m= 30,617 %
7 ± 14,295
± 10,859
m= 16,339 %
8 ± 15,835
± 12,030
m = 72,857 %
9 ± 19,432
± 37,553
TABLEAU VIII
UVEA - COCOTERAIES DENSES
COEFFICIENTS DE CORRELATION
A
B
c
D
E
F
A B
-0,0237
c
-0,0539
0,6803
D
0,3788
-0,0079
-0,0012
E
-0,0577
0,1208
0,0591
0,0948
F
-0,1336
0,0499
0,0267
-0,0845
0,7178
TABLEAU IX
UVEA - COCOTERAIES NDN DENSES
m= 5,3609 m = 20,910 %
A 99 % ± 0,1036 ± 2,469
95 % ± 0,078 ± 1,875
m = 1,147 m = 7,052 %
B ± 0,137 2 ± 1,385
± 0,104 ± 1,052
m= 0,381 m = 29,3035%
C ± 0,076 3 ± 4,630
± 0,058 ± 3,517
m = 15,881 m = 57,319 %
D ± 0,351 4 ± 2,033
± 0,266 ± 1,544
m = 8,898 m = 25,643 %
E ± 0,349 5 ± 1,549
± 0,265 ± 1,177
m = 3,841 m = 41,656 %
F ± 0,226 6 ± 1,918
± 0,172 ± 1,458
m = 39,530 %
7 ± 5,376
± 4,160
m = 32,234 %
8 ± 8,845
± 6,720
m = 70,860 %
9 ± 14,139
± 10,641
TABLEAU X
UVEA - COCOTERAIES NON DENSES
COEFFICIENTS DE CORRELATION
A
B
c
D
E
F
A B
0,2236
c
0,0899
0,6826
D
0,0227
-0,0233
-0,0885
E
0,0326
0,1509
0,0102
0,3641
F
0,0312
0,1256
0,0619
0,0468
0,70756
TABLEAU XI
UVEA (Total)
m = 5,491 m = 14,502 %
A 99 % ± 0,063 ± 1,575
95 % ± 0,048 ± 1,196
m= 0,800 m = 5,240 %
B ± 0,087 2 ± 0,886
± 0,066 ± 0,673
m= 0,287 m = 31,896 %
c ± 0,050 3 ± 4, 117
± 0,038 ± 3,141
m = ] 7,2905 m = 47,288 %
D ± 0,269 4 ± ],559
± 0,205 ± 1,184
m= 7,738 m = 20,075 %
E ± 0,253 5 ± 1,073
± 0,192 ± 0,815
m= 3,]29 m = 37,337 %
F ± 0, ]55 6 ± 0,477
± 0, ] 17 ± 0,362
m = 32,879 %
7 ± 4,876
± 3,704
m= 27,427 %
8 ± 6,50]
± 4,939
m = 80,658 %
9 ± ]2,965
± 9,849
TABLEAU XII
UVEA (Total)
Et
n
COEFFICIENTS DE CORRELATION
A
B
c
D
E
F
A B
0,1351
c
0,0625
0,7122
. 1
D
0,0500
-0,1324
-0,139-8
E
0,0111
0,1908
0,0553
0,0674
F
0,0105
0, 1777
0,1009
-0,1747
0,7241
